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Résumé  
 

Bien que les mécanismes exacts conduisant à l’inflammation et à la destruction ostéo-articulaire 

dans la polyarthrite rhumatoïde (PR) ne soient pas connus, cette maladie auto-immune se 

caractérise par l’activation de multiples cellules immunitaires aboutissant à la synthèse de 

cytokines pro-inflammatoires et de différents effecteurs de la destruction ostéo-articulaire 

comme les métalloprotéases et la prostaglandine E2 (PGE2). D’autre part, l’hyperplasie synoviale 

agressive est probablement liée à un défaut d’apoptose des cellules synoviales. Notre travail a été 

réalisé dans un modèle de culture de synoviocytes fibroblastiques humains de PR. La première 

partie du travail est consacrée à l’étude de l’apoptose et de l’expression de la cyclooxygénase-2 

(COX-2) dans les cellules synoviales traitées par la diosgénine, un stéroïde végétal. La deuxième 

partie concerne les mécanismes d’action du léflunomide, utilisé dans le traitement de la PR et 

notamment ses effets sur les cytokines pro- et anti-inflammatoires.  

Nos résultats montrent pour la première fois que la diosgénine entraîne une inhibition de la 

croissance, une apoptose des cellules synoviales, associées à une induction de l’expression de 

COX-2. Le processus apoptotique déclenché par la diosgénine entraînee une chute du potentiel 

membranaire mitochondrial, l’activation de la caspase-3 et une fragmentation de l’ADN. Les 

effets pro-apoptotiques de la diosgénine sont associés à une surexpression de COX-2 corrélée à 

une augmentation de la production de PGE2 endogène. 

L’A77 1726, métabolite actif du léflunomide, est responsable à forte dose (100 µM) d’une 

augmentation de la sécrétion d’interleukine (IL)-10, d’une diminution de la production d’IL-11 

et n’a pas d’effet sur celles du récepteur soluble du tumor necrosis factor-α (sTNFRI) et de l’IL-

8. Nos résultats confirment que l’A77 1726 est responsable d’une diminution de la production 

d’IL-6 et de PGE2 et d’une augmentation de l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra). Les 

effets de l’A77 1726 semblent associés à une activation de la mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) p38. Enfin, l’A77 1726 est un puissant inhibiteur de l’activation du nuclear factor-κB 

(NF-κB) induite par l’IL-1β. 

 

MOTS CLES : 

Polyarthrite rhumatoïde, synoviocytes humains, diosgénine, léflunomide, cytokines, 

interleukine-10, interleukine-11, apoptose, MAPK, NF-κB, cyclooxygénase-2 
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Abstract 
 

Although the exact physiopathology of rheumatoid arthritis (RA) is unknown, this chronic 

inflammatory joint disease is characterized by the activation of multiple immune cells, 

production of pro-inflammatory cytokines and synthesis of different destructive factors such as 

metalloproteases and prostaglandin E2 (PGE2). In addition, alterations in the apoptosis of 

synovial cells is probably responsible for synovial hyperplasia. We studied the effects of 

diosgenin, a plant steroid, and the effects of leflunomide, a disease-modifying antirheumatic drug 

in a model of cultured human RA fibroblast synovial cells (RA FLS). 

First, diosgenin inhibits RA FLS growth with apoptosis induction associated with 

cyclooxygenase-2 (COX-2) upregulation. We observed a loss of mitochondrial membrane 

potential, caspase-3 activation and DNA fragmentation after diosgenin treatment. These results 

suggest that the proapoptotic effect of diosgenin is associated with COX-2 overexpression 

correlated with overproduction of endogenous PGE2. In the second part of the study, we showed 

that hight dose of A77 1726 (100 µM), the active metabolite of leflunomide, increased 

interleukin(IL)-10 secretion, decreased IL-11 release and had no effect on tumor necrosis factor-

α soluble receptor I (sTNFRI) and IL-8 secretion in IL-1β-stimulated RA FLS. Furthermore, our 

results confirmed that A77 1726 decreases IL-6 and PGE2 synthesis while it increases IL-1 

receptor antagonist (IL-1Ra) secretion. The effect of A77 1726 on IL-10 and IL-11 secretion 

seemed to be associated with the status of p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

activation. Furthermore, A77 1726 was a potent inhibitor of nuclear factor-κB (NF-κB) 

activation induced by IL-1β in human RA FLS. 

 

 

KEY WORDS:  

Rheumatoid arthritis, human synoviocytes, diosgenin, leflunomide, cytokines, interleukin-10, 

interleukin-11, apoptosis, MAPK, NF-κB, cyclooxygenase-2. 
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Décrite par le Français Auguste Landré-Beauvais en 1800, la polyarthrite rhumatoïde (PR) 

est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires chroniques. Sa prévalence en France varie de 

0,3 à 0,8% de la population adulte. Elle atteint trois fois plus la femme que l’homme, surtout entre 

30 et 50 ans. Elle est classiquement intégrée dans le groupe des maladies auto-immunes et des 

connectivites. Maladie ou syndrome ? C’est une affection très hétérogène ce qui explique les 

difficultés de sa prise en charge. Certaines PR s’avèrent très bénignes, d’autres au contraire sont 

d’une agressivité redoutable. Après une phase variable d’installation de la maladie, la période d’état 

se caractérise par une polyarthrite bilatérale, symétrique et destructrice, d’évolution chronique 

entrecoupée de phases aiguës et parfois compliquée de manifestations systémiques : manifestations 

hématologiques, pleuro-pulmonaires, cardiaques, hépatiques, atteinte rénale et oculaire, vascularite, 

etc...  

L’étiologie et la pathogénie de la PR restent mal connues. Un grand nombre d’avancées ont 

cependant permis de mieux définir les nombreuses interactions entre différents types cellulaires 

présents au sein de l’articulation enflammée et en particulier d’affiner nos connaissances sur les 

cytokines, acteurs majeurs de ces interactions. Sur le versant immunitaire, les principales cellules en 

cause sont les lymphocytes B, les lymphocytes T et les cellules dendritiques. Au sein de 

l’articulation, les cellules endothéliales permettent la migration des cellules et concourent à la 

néoangiogenèse observée. Les synoviocytes et macrophages synthétisent des facteurs pro-

inflammatoires et des molécules effectrices responsables de la destruction ostéocartilagineuse. 

Parmi ces facteurs, les cytokines jouent un rôle majeur avec en tête le tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) et l’interleukine (IL)-1. Il s’établit un déséquilibre entre cytokines pro-inflammatoires et 

anti-inflammatoires au profit des premières. Par activation ou en synergie avec les cytokines pro-

inflammatoires, les prostaglandines amplifient la réponse inflammatoire et participent à la 

destruction articulaire. L’activité de ces différents médiateurs nécessite la transmission d’un signal 

intra-cellulaire. Les principales voies de signalisation impliquées dans l’inflammation sont les voies 

des mitogen-activated protein (MAP) kinases et du nuclear factor-kappaB (NF-κB). Elles sont 

désormais considérées comme des cibles thérapeutiques d’avenir. Enfin, la formation du pannus 

synovial, constitué d’une hyperplasie des cellules synoviales envahissant les structures voisines, est 

probablement liée à un défaut d’apoptose. Cependant, les mécanismes de contrôle de l’apoptose des 

cellules synoviales dans la PR sont encore mal connus. 

Des avancées importantes dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques ont 

permis le développement des nouveaux traitements anti-TNF ayant une efficacité clinique 

spectaculaire et le pouvoir de diminuer la progression des destructions articulaires. Cependant, leurs 

effets sont le plus souvent suspensifs, avec reprise de l’évolution à l’arrêt. Ainsi, il reste de 

nombreuses inconnues concernant la physiopathologie. 
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Dans l’axe des différents thèmes d’intérêt du laboratoire de Biochimie et Biologie 

moléculaire de la Faculté de Pharmacie de Limoges, notre travail a été centré sur les thérapeutiques 

de la PR : notamment le léflunomide et ses mécanismes d’action et la diosgénine, un stéroïde 

végétal, dans un modèle de culture de cellules synoviales fibroblastiques de PR que nous utilisons 

depuis plusieurs années. 

Après une étude bibliographique sur la physiopathologie de la PR, le métabolisme des 

cyclo-oxygénases, les voies de signalisation intra-cellulaires, l’apoptose, le léflunomide et la 

diosgénine, nous avons séparé les résultats des expériences réalisées en deux parties.  

Dans le laboratoire, différents travaux ont porté sur les effets de la diosgénine et ont montré 

qu’elle pouvait induire l’apoptose de différentes lignées cellulaires cancéreuses humaines, associée 

à une augmentation de l’expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2). Compte tenu de la résistance 

des cellules synoviales à l’apoptose dans la PR, il nous est apparu intéressant d’étudier les effets de 

la diosgénine sur la prolifération, la survie des cellules synoviales, ainsi que l’expression et 

l’activité de COX-2 et ses relations avec l’apoptose dans les cellules synoviales de PR en culture. 

Les résultats de ces expériences représentent la première partie du travail exposé. 

La deuxième partie concerne les mécanismes d’action du léflunomide, un traitement de la 

PR ayant fait la preuve de son efficacité clinique. Les mécanismes d’action du léflunomide sont 

probablement multiples et le plus connu est la diminution de la prolifération des lymphocytes T 

activés par inhibition de la dihydroorotate déshydrogénase (DHODH), une enzyme clé de la voie de 

biosynthèse de novo de pyrimidine. Les autres cibles du léflunomide pourraient être les médiateurs 

de l’inflammation et notamment les cytokines. A côté de ses propriétés inhibitrices sur la 

production de prostaglandine E2 (PGE2), d’IL-6 et au contraire activatrices de la production d’un 

inhibiteur naturel, l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra), nous nous sommes intéressés à ses 

effets sur différentes cytokines pro- et anti-inflammatoires : l’IL-8, l’IL-10, L’IL-11, l’IL-15, l’IL -

18 et le récepteur soluble du TNF. Puis, nous avons plus particulièrement étudié les voies de 

signalisation impliquées dans les effets du léflunomide sur l’IL-10 et l’IL-11. 
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I / PHYSIOPATHOLOGIE DE LA POLYARTHRITE 
RHUMATOIDE (PR) 

 

La pathogénie de la PR reste obscure, même si l’on pense qu’il s’agit d’une affection auto-

immune, impliquant les lymphocytes T et B, en réponse à une stimulation antigénique de nature 

variable (antigènes ou super-antigènes, endogène ou exogène), dans un contexte de susceptibilité 

génétique. Les synoviocytes jouent également un rôle important, en particulier dans la phase de 

destruction ostéo-articulaire et dans la perpétuation de la maladie. Naturellement, l’immunité innée, 

dans laquelle se rangent l’inflammation et la production de cytokines, occupe une place 

fondamentale, siège des actuels progrès thérapeutiques. L’angiogenèse, enfin, est un phénomène 

transversal, intervenant tout au long de la maladie. L’ensemble de ces acteurs va transformer une 

articulation normale, en une articulation inflammatoire siège d’une hypertrophie synoviale 

richement vascularisée, infiltrée par des cellules de l’inflammation et des lymphocytes, précédant 

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

 

A / LA SYNOVITE RHUMATOIDE 
 

La membrane synoviale normale est constituée de 2 à 3 couches cellulaires composées de 

synoviocytes et appelée intima, reposant sur un tissu fibro-adipeux vascularisé appelé sous-intima. 

L’absence de membrane basale entre tissu synovial et tissu sous-synovial facilite les échanges. Sur 

le plan histologique, il existe 2 types de synoviocytes (Fitzgerald et al., 1995). Les synoviocytes de 

type A ou « macrophage-like » représentent 20 à 30% des cellules synoviales et ont un aspect 

macrophagique: appareil lysosomial très riche, reticulum endoplasmique réduit, noyau riche en 

hétérochromatine et extensions digitiformes. Elles expriment des marqueurs macrophagiques, 

notamment CD14 et CD68. Ce sont des cellules d’origine hématopoïétique. 

Les synoviocytes de type B ou « fibroblaste-like » représentent 70 à 80% des cellules 

synoviales. Leur aspect suggère une nature fibroblastique: forme allongée, reticulum endoplasmique 

et appareil de Golgi très développé, peu de vacuoles, extensions digitiformes et noyau pâle. Leur 

origine serait locale, dérivant des fibroblastes du tissu sous-synovial, dont elles se distinguent par 

l’expression d’UDPGD (uridine diphosphoglucose dihydrogénase) et de VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule). 
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Stimulation antigénique, infection, susceptibilité génétique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Séquence pathogénique de la polyarthrite rhumatoïde d’après Boissier (2002). 
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Dans la PR, la membrane synoviale prolifère pour aboutir au pannus synovial responsable 

de la destruction cartilagineuse et osseuse. La synovite rhumatoïde est caractérisée par une 

hyperplasie de la membrane synoviale, avec un épaississement de la couche cellulaire bordante 

(intima), un infiltrat de cellules inflammatoires périvasculaires, un œdème interstitiel et une néo-

angiogenèse (Palmer et al., 1995). L’épaississement de l’intima est probablement le résultat d’une 

prolifération des synoviocytes de type B et d’un recrutement important de macrophages (Fitzgerald 

et al., 1995 ; Ritchlin et al., 2004). Dans la sous-intima, l’infiltrat inflammatoire périvasculaire est 

composé essentiellement de macrophages, de lymphocytes T avec une prédominance des CD4 par 

rapport aux CD8. Le nombre de lymphocytes B est faible. Les lymphocytes T CD4+ prédominent 

en effet dans les zones denses périvasculaires autour des macrophages. Cependant, les lymphocytes 

T CD8+ sont bien représentés dans les zones dites « transitionnelles » à la périphérie des agrégats 

cellulaires (Fitzgerald et al., 1995). 

Les premiers événements restent obscurs. Plusieurs arguments plaident pour une 

accumulation initiale de cellules macrophagiques avec un phénotype activé, suivie d’une 

prolifération des synoviocytes de type B, caractérisés également par des modifications 

phénotypiques (Palmer et al., 1995). La prolifération des synoviocytes de type B, probablement liée 

en partie à une perturbation des phénomènes d’apoptose, contribue de façon importante à 

l’inflammation articulaire et à la dégradation de la matrice : libération de molécules effectrices 

amplifiant l’attraction des leucocytes, synthèse de nombreuses cytokines et augmentation de la 

production des métalloprotéases (MMPs) (Ritchlin et al., 2000).  

 

B / ROLE DES CELLULES T 
 

1 / Le paradigme de la cellule T 

Première étape de la réponse immunitaire spécifique, la cellule T a été mise au centre de la 

physiopathologie de la PR, support d’un raisonnement appelé « le paradigme de la cellule T dans la 

PR » et d’une théorie presque exclusivement auto-immune de la PR. Le lymphocyte T CD4 jouerait 

un rôle dans la phase d’initiation de la maladie. En effet, il y aurait présentation par la cellule 

présentatrice d’antigène (CPA) d’un antigène arthritogène inconnu par des molécules HLA de 

classe II aux lymphocytes T CD4, ce qui enclencherait le processus inflammatoire et l’activation 

cellulaire conduisant à la synovite. Le dogme de la prévalence des cellules T dans le développement 

de la PR a cependant été remis en question il y a une quinzaine d’années en attribuant un rôle 

prépondérant à l’activation de cellules non T, en particulier les synoviocytes et aux médiateurs pro-

inflammatoires qu’ils sécrètent. La polémique demeure encore à ce jour quant à la question de 
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savoir si le déclenchement de la maladie est orchestré par les lymphocytes T qui sont activés par un 

(des) autoantigène(s) ou si l’intervention des lymphocytes T n’est que la conséquence d’une 

réaction inflammatoire à début articulaire impliquant les synoviocytes. 

De nombreux arguments viennent à l’appui d’un rôle important des lymphocytes T (Fox, 

1997). Ceux-ci sont souvent trouvés en abondance dans le tissu synovial et le liquide articulaire de 

patients atteints de PR, notamment les lymphocytes T exprimant le phénotype mémoire CD4+ 

CD45RO et les lymphocytes porteurs de marqueurs d’activation. La liaison de la PR avec des 

allèles du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II est un argument important de 

l’intervention de ceux-ci dans la pathogénie. Les modèles expérimentaux viennent à l’appui de cette 

théorie, notamment celui de l’arthrite au collagène qui ne peut se produire en l’absence de 

lymphocytes T actifs. Le rôle pivot du lymphocyte T, dans la pathogénie de la PR, est renforcé par 

l’hypothèse du peptide arthritogène. Le peptide arthritogène pourrait être d’origine exogène (agents 

infectieux ou super-antigènes) ou endogène (collagène de type II, protéoglycanes, glycoprotéine 

gp39 chondrocytaire, super-antigènes, etc...). Il serait reconnu de façon anormale par les 

lymphocytes T CD4, avec comme conséquences la prolifération et l’activation des lymphocytes T, 

des lymphocytes B, la sécrétion de cytokines et de médiateurs inflammatoires. 

Cependant, plusieurs arguments plaident contre leur rôle déclenchant et exclusif (Cantagrel 

et al., 1995): la faible quantité de cytokines T-dépendantes (interleukine(IL)-2, IL-3, IL-4 et 

interféron(IFN)-γ) dans l’articulation par rapport à des cytokines produites par d’autres types 

cellulaires ; les lymphocytes synoviaux sont des cellules peu actives (petits et quiescents, faible 

nombre de cellules T en phase de multiplication, présence surtout des marqueurs tardifs d’activation 

[HLA-DR ou VLA-1] et non du marqueur d’activation précoce [CD25]) ; l’absence d’oligoclonalité 

des lymphocytes T dans la synoviale rhumatoïde ; la destruction paraît souvent peu dépendante de 

la présence des cellules T ; enfin la déplétion par des anticorps monoclonaux anti-CD4 n’est pas 

toujours efficace en pratique clinique. 

 

2 / Migration des cellules T dans l’articulation rhumatoïde et apparition d’un organe 

lymphoïde secondaire intrasynovial 

Les lymphocytes T synoviaux sont pour la plupart des cellules CD4+ de type Th1 produisant 

de l’IFN-γ et de l’IL-2 (Boissier, 2002). Les lymphocytes CD8, également présents mais en 

proportion plus modeste, ont aussi un rôle pathogénique. Ils peuvent intervenir par la production de 

cytokines, leur fonction cytotoxique ou en participant à une inhibition spécifique de la réponse à 

certains antigènes. La présence des cellules T dans la membrane synoviale est la résultante de 

phénomènes décrits sous le terme de « homing ». Les lymphocytes concernés entrent en interaction 



 

 

23 

avec la cellule endothéliale, car les premiers expriment des molécules d’adhérence (récepteurs de 

« homing ») tandis que les seconds expriment des récepteurs appelés adressines. Les chimiokines 

ou « chemoattractive cytokines » jouent ici un rôle majeur, à la fois non spécifique (attraction des 

leucocytes) et spécifique (chémoattraction de certaines populations lymphocytaires spécifiques) 

(Gerard et al., 2001). Enfin, les cellules T retenues au sein du tissu synovial sont sélectionnées. La 

perturbation des phénomènes d’apoptose pourrait rendre compte de leur persistance à long terme 

dans la membrane synoviale, longtemps après une première stimulation. Le micro-environnement 

synovial interviendrait dans la persistance délétère de ces lymphocytes : l’IFN-β, produit par les 

synoviocytes, est un agent essentiel de la survie des lymphocytes T (Pilling et al., 1999). Les 

lymphocytes s’organisent comme dans un ganglion lymphatique, formant un véritable organe 

lymphoïde secondaire avec des zones à prédominance de lymphocytes T voisinant étroitement des 

zones de lymphocytes B (Berek et al., 1997). La chronologie et le mécanisme de formation de cette 

néo-organogenèse lymphoïde sont encore mal connus.  

 

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

La PR est une maladie génétique, comme en témoignent les études de jumeaux. Le poids des 

facteurs génétiques dans la survenue de la maladie serait de l’ordre de 15%. De nombreuses 

recherches ont été menées et la seule association formellement identifiée est celle avec le système 

HLA. L’haplotype HLA DR4 est associé à la PR, notamment les génotypes DRB1*0401 et 0404 

sont fortement associés avec les formes destructrices de PR dans les populations caucasoïdes 

(Eliaou, 1995). Dans les groupes où les allèles DRB1*0401 et 0404 sont rares, d’autres allèles 

paraissent impliqués dans la susceptibilité à la maladie, tels DRB1*0101, DRB1*1001, 

DRB1*1402, et peut être l’association d’allèles de DQB1 à des spécificités DQ3 et DQ5 (Nepom, 

2001). La fonction initiale des molécules de classe II du CMH est de présenter l’antigène, 

l’ensemble antigène-molécule de classe II à la surface de la CPA étant spécifiquement reconnu par 

le récepteur à l’antigène de la cellule T, en formant un complexe trimoléculaire (CMH-antigène-

récepteur à l’antigène) (figure 2). 
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Figure 2: Présentation de l’antigène par le complexe majeur d’histocompatibilité au récepteur à 

l’antigène de la cellule T (TCR) d’après Boissier (2002). 

 

Les différents allèles HLA de classe II à risque partagent une séquence d’acides aminés 

identiques (QKRAA ou QRRAA ou RRRAA) entre les positions 70-74 de la 3ème région 

hypervariable du domaine NH-2 terminal appelé « épitope partagé » (poche moléculaire dans 

laquelle se loge l’antigène présenté). Plusieurs hypothèses ont été proposées. Cette séquence 

d’acides aminés serait impliquée dans la présentation des peptides antigéniques aux récepteurs des 

cellules T. Il y aurait ainsi sélection et présentation de peptide(s) auto-réactif(s) qui serai(en)t 

responsable(s) de l’initiation du processus pathologique (Eliaou, 1995). Certains antigènes 

microbiens contiennent cette séquence comme les protéines bactériennes de choc thermique, hsp. 

L’hypothèse serait que les molécules HLA DR4 contenant QKRAA, comme HLA DRB1*0401, 

pourraient elles-mêmes être présentées comme des antigènes, faire sélectionner dans le thymus des 

lymphocytes T spécifiques de QKRAA, capables ensuite de reconnaître des antigènes microbiens 

porteurs de cette séquence par réaction croisée dans l’articulation (Albali et al., 1995).  

 

4 / Réponse des lymphocytes T dans la synoviale 

La recherche directe d’un auto-antigène responsable du déclenchement de la PR s’avérant 

infructueuse, de nombreuses études ont été réalisées pour analyser les caractères et la spécificité de 

la réponse T dans la membrane synoviale. La très grande majorité des lymphocytes T expriment à 

leur surface un récepteur (TCR) hétérodimérique formé d’une chaîne α et d’une chaîne β. Le 

répertoire potentiel des lymphocytes T est de 1015 à 1022 spécificités, correspondant au nombre 

théorique de combinaisons possibles des gènes variables (V)α et β du TCR. Il est en réalité 
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beaucoup plus restreint. Dans la PR, les lymphocytes T synoviaux et du sang périphérique 

expriment l’ensemble des gènes Vβ. Néanmoins, une surexpression de certaines familles de gènes 

Vβ par les lymphocytes T de la synoviale par rapport à ceux du sang circulant a pu être mise en 

évidence: Vβ3, Vβ17, Vβ14 (Alam, 1995). Sur les nombreuses études consacrées à ce sujet, des 

différences notables existent et ces prédominances semblent varier selon que l’on étudie la 

membrane synoviale ou le liquide articulaire. Cette question de l’oligoclonalité de la réponse T 

n’est pas résolue. Quoi qu’il en soit, des anomalies du répertoire paraissent exister concernant à la 

fois les lymphocytes CD4+ et CD8+.  

Enfin, les différents modèles expérimentaux de polyarthrite chez l’animal montrent que la 

phase effectrice de la maladie peut être la conséquence de réponses immunitaires diverses 

(Fournier, 2005). Il peut s’agir de lymphocytes T spécifiques d’un autoantigène à localisation 

strictement articulaire (le collagène de type II par exemple) ou dirigés contre une protéine 

ubiquitaire (la glucose-6-phosphate isomérase) qui s’accumulerait dans l’articulation. Au contraire, 

remettant en cause le concept de l’antigène arthritogénique unique, une mutation d’une protéine 

(ZAP-70) intervenant dans la signalisation induite par le TCR pourrait altérer la sélection positive et 

négative dans le thymus et aboutir à des lymphocytes hyperréactifs à de multiples antigènes. 

 

5 / Les cellules T régulatrices 

 A côté des lymphocytes T de type Th1 et Th2, il existe des cellules T régulatrices (Treg) 

caractérisées par les molécules CD4 CD25, mais aussi le facteur de transcription Foxp3 et le 

récepteur du TNF induit par les glucocorticoïdes (GITR) (Fournier, 2005). Le mécanisme d’action 

de ces cellules Treg requiert un contact cellulaire avec la cible. Dans le modèle d’arthrite au 

collagène, la suppression de ces cellules avant l’immunisation accélère et augmente la sévérité de la 

maladie. Dans la PR, il pourrait exister une altération des 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 modèles expérimentaux, il semble vraisemblable que les 

lymphocytes B et les anticorps qu’ils sécrètent occupent une place importante dans la survenue de 

la maladie. Le fait que la membrane synoviale puisse s’organiser comme un organe lymphoïde 

secondaire est un lien pathogénique important. Ceci peut expliquer la transmission locale, 

intrasynoviale, de messages entre les lymphocytes T et B, venant s’ajouter à la présentation locale 

d’antigènes par les CPA.  

 

1 / Les auto-anticorps dans la PR 

Le facteur rhumatoïde, qui est un anticorps dirigé contre la portion Fc des 

Immunoglobulines (Ig) G synthétisé par les lymphocytes B est présent dans 70 % des PR et est 

associé aux formes plus sévères. Il s’agit probablement d’un co-facteur important de la PR, mais 

pas d’un élément déclenchant. Cependant, un modèle animal de PR entièrement transmissible par 

les anticorps a été décrit. Il s’agit de la souris KRN/NOD : croisement d’une souris NOD et d’une 

souris transgénique pour un récepteur T reconnaissant une molécule HLA de classe II occupée par 

un peptide de la glucose-6-phospho-isomérase (GPI) (Kouskoff, 1996). Le sérum de ces souris 

développant spontanément une polyarthrite destructrice reproduit la maladie quand il est transféré à 

d’autres souris, la transmission étant liée à des auto-anticorps anti-GPI. D’autres anticorps, les 

anticorps anti-citrulline, se sont révélés être intéressants dans le diagnostic de la PR car très 

spécifiques (95%). Leur sensibilité dans la PR n’est que d’environ 50%, mais ils sont présents dés le 

début des signes cliniques et même possiblement plusieurs mois ou années avant le début de la 

maladie (Zeng et al., 2003). Il n’a pas été encore décrit de rôle pathogène à ces anticorps. Bien que 

ceci reste controversé, il semble que les protéines de la synoviale rhumatoïde soient anormalement 

citrullinées par rapport à des protéines synoviales normales. La citrullinisation anormale pourrait 

entraîner l’immunogénicité des protéines sur un terrain génétiquement prédéterminé et plus 

précisément chez les patients présentant l’épitope HLA DR partagé. L’origine de cette 

citrullinisation anormale des protéines synoviales pourrait être génétique, un polymorphisme 

particulier du gène d’une D-iminase citrullinante PADI 4 (Mariette, 2004). 

Des autoanticorps dirigés contre des antigènes du cartilage seraient des agents 

pathogéniques possibles. Trois autoantigènes ont été l’objet de plusieurs travaux : le collagène de 

type II, l’aggrécane et la glycoprotéine gp39. Ils sont la cible d’anticorps retrouvés dans le liquide 

synovial de PR et sont arthritogènes chez la souris (Boissier, 2002). 
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2 / Le rôle du lymphocyte B dans l’auto-immunité 

Non seulement le lymphocyte B est le précurseur du plasmocyte responsable de la sécrétion 

des anticorps, mais il s’agit aussi d’une remarquable cellule présentatrice d’antigènes. Son rôle dans 

l’auto-immunité pourrait également passer par la présentation anormale d’auto-antigènes. 

L’immunoglobuline de membrane des lymphocytes B permet la fixation de l’antigène qui peut 

ensuite être « processé », puis présenté au lymphocyte T (Mariette, 2004). Les effets du rituximab 

dans la PR illustrent l’importance des lymphocytes B dans la pathogénie de cette maladie 

immunologique. Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique anti-CD20 et le CD-20 est 

une molécule spécifique du lymphocyte B mature. La fixation du rituximab sur la CD-20 entraîne la 

lyse du lymphocyte B par un mécanisme de cytotoxicité liée au fragment Fc des immunoglobulines 

(ADCC) et par activation du complément (CDC). Récemment, une étude randomisée contre placebo 

a montré l’efficacité spectaculaire du rituximab dans la PR maintenue pendant 6 mois après 

seulement deux perfusions à J1 et J15. L’effet clinique était associé à une déplétion B majeure et à 

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

 

D / ROLE DES CELLULES SYNOVIALES 
 

Firestein et al. (1990) ont remis en question le rôle principal et initiateur du lymphocyte T 

dans la physiopathogénie de la PR. En effet, dans la synoviale rhumatoïde, les lymphocytes T 

CD4+ paraissent quiescents, n’expriment pas leurs marqueurs d’activation (IL-2R, VLA-1, 

transferrine) et surtout les cytokines produites par les lymphocytes T activés sont en très faible 

quantité (IL-2, IL-3, IL-4 et IFN-γ). Au contraire, les synoviocytes macrophage-like (type A) et 

fibroblaste-like (type B) expriment des marqueurs d’activation. Les cytokines majoritaires dans le 

liquide articulaire ou la synoviale de PR (IL-1, TNF-α et IL-6) sont produites par ces cellules. Dans 

l’arthrite à l’adjuvant complet de Freund, les synoviocytes sont activés et expriment des molécules 

HLA de classe II avant le début de l’arthrite et surtout avant l’afflux de cellules mononucléées dans 

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

 

1 / Fibroblastes synoviaux 

La synovite rhumatoïde se caractérise par une hypertrophie de la membrane synoviale et 

l’invasion des tissus voisins. Cette membrane synoviale devenue agressive est parfois comparée à 

une tumeur de malignité locale. Des modifications morphologiques et fonctionnelles des 

fibroblastes synoviaux ont été observées. Cependant, il n’est pas totalement clair de départager le 

caractère primitif de ces transformations (« PR en tant que maladie du fibroblaste synovial ») de la 
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possibilité de modifications secondaires aux événements survenant dans le microenvironnement 

articulaire (« PR en tant que maladie impliquant le fibroblaste synovial »). Les arguments montrant 

cette transformation sont nombreux : morphologie, perte d’inhibition de contact, activation de 

plusieurs oncogènes egr-1, c-fos, c-jun, c-myc, c-ras, c-sis, détection d’une activité télomérase 

comme dans les tumeurs (Kinne et al., 1995 ; Boissier, 2002). L’hypothèse d’une expansion 

monoclonale ou oligoclonale de fibroblastes a été émise (Imamura et al., 1998). Dans ce contexte, 

le groupe de Firestein a développé la possibilité d’attribuer les transformations synoviales et les 

taux anormalement bas d’apoptose synoviale à des mutations des gènes contrôlant l’apoptose, 

comme p53 (Firestein et al., 1997). 

D’autre part, ces cellules produisent in vitro, après stimulation par l’IL-1 ou le TNF-α, de 

nombreuses enzymes protéolytiques de type métalloprotéinases, aggrécanases, cystéine et sérine 

protéases, impliquées dans la dégradation du cartilage articulaire (Mohammed et al., 2003). 

 

2 / Les macrophages synoviaux 

Le système phagocytaire mononucléé de la membrane synoviale est représenté par les 

synoviocytes macrophagiques de type A de la région intimale et les macrophages de la région sous-

intimale et du liquide synovial. 

Les études d’immunophénotype ont montré que la prolifération synoviale, dans la PR, était 

largement liée au recrutement des macrophages (Athanasou et al., 1995). 

D’autre part, les macrophages de l’intima et de la sous-intima n’ont pas exactement le même 

phénotype. Il existe notamment une absence ou une diminution d’expression de CD25 (IL-2R), 

CD35 (récepteur de C3b) et CD34 à la surface des macrophages de l’intima par rapport à ceux de la 

sous-intima qui pourrait correspondre à une différenciation des macrophages de la région sous-

intimale en macrophages de la région intimale (Athanasou et al., 1991).  

L’ensemble des macrophages synoviaux est également caractérisé par une augmentation de 

l’expression de diverses molécules d’adhésion : l’intégrine β2, CD11a, CD11b, CD11c, VCAM-

1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), E-sélectine, 

LAF-3 (lymphocyte function associated antigen-3) et ICAM-3 (Athanasou et al., 1995). 

Pour Firestein et al. (1990), il existerait entre macrophages et fibroblastes synoviaux un 

système paracrine/autocrine complexe. En effet, les macrophages sont capables de libérer de l’IL-1 

et du TNF-α qui stimulent la prolifération des fibroblastes et augmentent la production d’IL-6 et de 

granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF). Le GM-CSF peut stimuler la 

synthèse d’IL-1 et augmenter l’expression des molécules HLA de classe II sur les macrophages. Le 

TNF-α peut agir en synergie avec le GM-CSF. La production locale de cytokines pourrait avoir un 
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impact sur les cellules T et contribuer à leur faible degré d’activation. L’activation des cellules B et 

la production de facteurs rhumatoïdes pourraient être le résultat de mécanismes indépendants des 

cellules T. 

La destruction articulaire est probablement liée à la libération de cytokines par les 

macrophages et les fibroblastes activés. Ces cellules, beaucoup plus que les lymphocytes T, 

prédominent à la jonction synoviale/cartilage où débutent les érosions. La libération d’IL-1 et de 

TNF-α par les macrophages synoviaux stimule la synthèse par les synoviocytes de collagénase, 

élastase, activateur du plasminogène et prostaglandines, qui sont les principaux effecteurs de la 

destruction articulaire. 

Les cytokines et en particulier l’IL-1 et le TNF-α augmentent l’expression de molécules 

d’adhésion (ICAM-1, LFA-3, VCAM-1 et E-sélectine) à la surface des cellules endothéliales et 

permettent ainsi la migration des cellules T à travers l’endothélium vasculaire vers la synoviale. Les 

lymphocytes T seraient ainsi de simple « spectateurs », attirés par le processus inflammatoire, et 

n’auraient aucun rôle initiateur dans la synovite rhumatoïde. La PR pourrait ainsi résulter d’un 

dérèglement local des fonctions des macrophages et fibroblastes synoviaux, entraînant une 

hyperproduction de cytokines et une stimulation aspécifique des lymphocytes T et B. 

 

E / ROLE DES CELLULES DENDRITIQUES  
 

Les cellules dendritiques (CD) sont dérivées des cellules souches hématopoiétiques et 

résident dans le sang et les tissus périphériques. Elles ont été mises en évidence dans le liquide, 

mais surtout dans le tissu synovial. Elles se regroupent avec les lymphocytes T en agrégats 

périvasculaires (Falgarone et al., 2005). Dans le tissu synovial, les CD ont un phénotype activé en 

comparaison des cellules sanguines et du liquide synovial. Leur migration dans le pannus synovial 

est probablement liée à la présence locale de chémokines spécifiques (par exemple CCL19 et 

CCL21). La différenciation des CD est induite par le GM-CSF, l’IL-1, le TNF-α et surtout 

l’interaction de CD40 et CD40 ligand exprimé par les cellules T (Sarkar et al., 2005). Les CD 

différenciées expriment de nombreuses molécules HLA de classe II, de nombreuses molécules de 

costimulation (CD40, CD54, CD58, CD80 et CD86) et molécules d’adhésion (Falgarone et al., 

2005).  

Les CD jouent un rôle majeur dans la physiopathologie de la PR car elles représentent de 

puissantes cellules présentatrices de l’antigène. En fonction de l’environnement cytokinique, elles 

interviennent aussi dans la transformation phénotypique des lymphocytes T naïfs en type Th1 ou 

Th2. Les interactions entre CD et cellules T se font par contact cellulaire à travers de multiples 

interactions récepteur/ligand, mais aussi par l’intermédiaire de cytokines et chémokines. Les CD 
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produisent de l’IL-12 et de l’IL-23 qui font basculer la réponse immunitaire vers le type Th1. L’IL-

23 augmente la production lymphocytaire T d’IL-17, qui à son tour va activer les fibroblastes 

synoviaux et augmenter leur réponse à d’autres signaux provenant des cellules T (Sarkar et al., 

2005). L’interaction entre RANK (récepteur activateur de NF-κB) situé sur les CD et RANK ligand 

exprimé par les cellules T conduit à l’augmentation de la survie des CD (Sarkar et al., 2005). 

Au total, les CD pourraient jouer un rôle primordial dans la présentation de l’antigène 

arthritogène aux lymphocytes T, dans l’activation des cellules B. Tout ceci aboutirait à la formation 

de lymphocytes T mémoires et pourrait influencer les réponses des macrophages et synoviocytes. 

L’environnement cytokinique pourrait aboutir à un allongement de la durée de vie des CD, 

contribuant au caractère chronique de la maladie. 

 

F / CYTOKINES ET POLYARTHRITE RHUMATOÏDE 
 

 1 / Généralités 

De nombreuses études in vitro et in vivo montrent que les cytokines sont parmi les 

principaux médiateurs des maladies immuno-inflammatoires. L’importance de ces cytokines, et 

notamment de l’IL-1 et du TNF-α, dans l’inflammation et la destruction articulaire a été bien 

établie dans la PR (Dayer, 1994). Ce sont des glycoprotéines solubles de faible poids moléculaire 

assurant les communications intercellulaires. Certaines sont présentes dans le cytoplasme et sur les 

membranes, la plupart sont sécrétées. Les cytokines fonctionnent rarement isolément mais le plus 

souvent en réseau mêlant des effets synergiques, complémentaires, ou antagonistes et inhibiteurs. 

Leur effet global dépend du tissu où ces multiples cytokines sont présentes. Elles agissent soit 

directement sur la cellule dont elles proviennent (effet autocrine), plus fréquemment sur les cellules 

adjacentes au sein d’un même tissu (effet paracrine), et moins fréquemment à distance sur les 

cellules d’un autre organe (effet endocrine). Enfin, elles peuvent dans les cellules qui les ont 

produites, y exercer leur effet biologique sans être sécrétées (effet intracrine) (Meyer, 2002). Les 

cytokines sont classées selon leur type de récepteur membranaire, mais il est plus pratique de les 

classer selon leur fonction principale sachant qu’une même cytokine a souvent de multiples 

fonctions, parfois antagonistes (fonction pléiomorphe), et que plusieurs cytokines ont parfois la 

même fonction (fonction pléiotrope). Ainsi on distinguera les cytokines pro-inflammatoires, anti-

inflammatoires, immunorégulatrices, chimiotactiques (chimiokines), hématopoïétiques, les 

cytokines de différenciation et de croissance (facteurs de croissance) (tableau n°1) (Arend, 2001a). 

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

les cytokines. Il s’agit le plus souvent de récepteurs solubles détachés de la membrane des cellules. 
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Ils sont présents souvent à des concentrations très élevées dans le milieu synovial inflammatoire. 

Certains de ces récepteurs solubles vont inhiber l’activité de la cytokine, comme les récepteurs 

solubles du TNF (sTNF-RI et sTNF-RII). D’autres molécules sont produites physiologiquement et 

vont s’opposer à l’activité des cytokines, tel l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra). La 

plupart des cytokines sont présentes dans le tissu synovial de PR (Tableau n°2) (Meyer, 2002).  

Les cytokines peuvent être produites par des cellules de différentes origines. Ainsi, dans le 

milieu synovial, les sources principales de cytokines sont les monocytes/macrophages, les 

polynucléaires et les mastocytes.  

Dans la synovite rhumatoïde, les cytokines lymphocytaires, comme l’IL-2, l’IL-4, et l’IFN-

γ, sont en très faible quantité. Ceci contraste avec la présence de quantités abondantes de cytokines 

monocytaires, macrophagiques et fibroblastiques telles que le TNF-α et l’IL-1 (Arend, 2001a). 

Dans la PR, il existe un déséquilibre entre les cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, 

le TNF-α et l’IL-6 et les cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13, l’antagoniste 

du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra) qui sont en quantité insuffisante (figure 3). Les récepteurs solubles 

du TNF-α qui normalement régulent cette cytokine sont dépassés par la sécrétion exagérée de TNF-

α. L’IL-1 et le TNF-α jouent un rôle particulièrement important en aboutissant de façon synergique 

à la libération de métalloprotéases et de prostaglandines par les cellules activées (fibroblastes, 

macrophages). Il s’en suit une destruction du cartilage, une résorption osseuse et la prolifération 

chronique des cellules synoviocytaires. 

  

 

Figure 3 : Déséquilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires dans la synoviale 

rhumatoïde d’après Sany (2003). 
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Tableau n°1. Classification fonctionnelle des cytokines selon Meyer (2002). 

 

Famille  Membres 

Pro-inflammatoires IL-1α, IL-1β, TNF-α, IL-6, lymphotoxine 

(LT), leucocyte inhibitory factor (LIF), IL-17, 

IL-18 

Anti-inflammatoires IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13 

Chimiokines IL-8, macrophage inflammatory protein-1α 

(MIP-1α), MIP-1β, monocyte chemoattractant 

protein (MCP-1), regulated upon activation T 

cell expressed & secreted (RANTES), 

epithelial neutrophil activating peptide 78 

(ENA-78), melanoma growth stimulating 

activity (Groα) 

Hématopoïétiques IL-3, érythropoïétine (EPO), granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor (GM-

CSF), G-CSF, M-CSF 

Immunorégulatrices Transforming growth factor-β (TGF-β), 

interféron-γ (IFN-γ), IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-

9, IL-16, IL-18 

Facteurs de croissance et différenciation Platelet-derived growth factor (PDGF), 

endothelial growth factor (EGF), b fibroblast 

growth factor (bFGF), insulin growth factor 

(IGF), TGF-β, vascular endothelial growth 

factor (VEGF) 
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Tableau n°2: Expression des cytokines dans la synoviale rhumatoïde selon Meyer (2002). 

 

Cytokine ARNm Protéine 
Pro-inflammatoires :   
IL-1 α et β + + 
TNF-α + + 
LT + ± 
IL-6 + + 
GM-CSF + + 
M-CSF + + 
LIF + + 
Oncostatin M + + 
IL-2 + + 
IL-3 + ± 
IL-7 + + 
IL-9 ? ? 
IL-12 ? ? 
IL-15 + + 
IFN-α, -β + + 
IFN-γ + + 
IL-17 + ± 
IL-18 + + 
Immunorégulatrices :   
IL-4 ± _ 
IL-10 + + 
IL-11 + + 
IL-13 ± + 
TGF-β + + 
Chimiokines :   
IL-8 + + 
Gro-α + + 
MIP-1 + + 
MCP-1 + + 
ENA-78 + + 
RANTES + + 
Facteurs de croissance :   
FGF + + 
PDGF + + 
VEGF + + 
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2 / Les principales cytokines intervenant dans la physiopathologie de la PR 

 
2.1 / L’interleukine-1 (IL-1) 

 

L’IL-1 existe sous 2 formes : l’IL-1α, protéine essentiellement associée à la cellule, 

constituée de 159 acides aminés, d’un poids moléculaire de 17,5 kDa et l’IL-1β (153 acides aminés 

et 17,3 kDa) libérée en grande partie dans le milieu extra-cellulaire. Ces 2 cytokines sont 

synthétisées dans un premier temps sous forme de peptides précurseurs de 31 kDa. Le précurseur de 

l’IL-1 α a une activité biologique. Ce n’est pas le cas du précurseur de l’IL-1β, qui nécessite d’être 

scindé par une enzyme, appelée « IL-1 converting enzyme » (ICE), mais aussi de nombreuses 

protéases telles que la protéase 3 (PR3) (Dayer, 1994 et 2002). De façon générale, l’IL-1α reste 

généralement dans l’espace intracellulaire ou bien est exprimée à la surface des cellules. On ne sait 

encore que très peu sur la fonction de l’IL-1α intracellulaire sinon qu’elle pourrait jouer un rôle 

dans la survie et la maturation cellulaire (Dayer, 2002). L’IL-1 est produite principalement par les 

monocytes activés, mais aussi les synoviocytes, les neutrophiles, les cellules endothéliales, les 

lymphocytes B et les lymphocytes T activés (Dayer, 2002). 

Deux récepteurs distincts de l’IL-1 ont été caractérisés : le récepteur de type I (IL-1RI) et le 

récepteur de type II (IL-1RII) (Dayer, 2002) (figure 4). Les IL-1α et β se lient aux deux récepteurs 

avec des affinités différentes. Le récepteur de type I possède un long domaine intracytoplasmique et 

est responsable de l’induction de la réponse intracellulaire après avoir lié l’IL-1. La liaison du 

récepteur par l’IL-1α ou l’IL-1β induit la formation d’un hétérodimère avec la protéine accessoire 

du récepteur de l’IL-1 (IL1AcP). Les deux molécules possèdent des domaines « Toll » dont le rôle 

est important dans la transduction du signal. Le complexe hétérodimérique recrute la protéine 

kinase activatrice du récepteur de l’IL-1 (IRAK) et le signal est alors transduit au noyau par 

différentes voies, dont TRAF6, la phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K), le nuclear factor-κB (NF-

κB), mais aussi la mitogen-activated protein (MAP) kinase p38 (Janssens et al., 2003). Le récepteur 

de type II n’induit aucun signal intracellulaire, mais fonctionne uniquement comme « récepteur 

piège » (decoy receptor) permettant de diminuer les taux d’IL-1 disponible pour la liaison à son 

autre récepteur, IL-1RI. 
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Figure 4 : Les familles IL-1 et récepteurs de l’IL-1 d’après Dayer (2002). A : récepteur de type I 

de l’IL-1 ; B : récepteur de type II de l’IL-1. 

 

Les domaines extra-cellulaires des récepteurs peuvent être clivés et agir comme des 

inhibiteurs solubles de l’IL-1 (Dinarello et al., 1994). L’inhibiteur spécifique de l’IL-1α et β est 

l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra) (Eisenberg et al., 1990). Il se lie au récepteur de l’IL-

1, mais n’est pas capable de déclencher la transduction d’un signal intracellulaire. Il existe 

actuellement trois isoformes d’IL-1Ra, dont l’une est sécrétée, les deux autres étant intracellulaires. 

Si le rôle de l’IL-1Ra sécrété est bien clair, celui des isoformes intracellulaires reste encore à 

comprendre. Ces dernières pourraient servir à équilibrer la relative grande quantité d’IL-1α et pro-

IL-1α à l’intérieur des cellules. L’IL-1Ra est essentiellement produit par les 

monocytes/macrophages.  

Dans la PR, le rôle central de l’IL-1 a été bien démontré au cours de ces dernières années. 

Des taux élevés d’IL-1 ont été détectés dans le liquide synovial. Le tissu synovial in vitro produit 

spontanément de l’IL-1α et IL-1β, associées à une expression importante des ARNm des deux 

cytokines (Arend, 2001a). L’IL-1β est présente dans le sang périphérique avec parfois des taux 

corrélés à l’activité de la maladie (Dayer, 1994). 

Les injections intra-articulaires d’IL-1 chez le rat provoquent une arthrite destructrice (Van 

den Berg, 2001). Le TNF-α induit des lésions d’ampleur moins importante dans le cartilage 

articulaire. Les arthrites au collagène ou l’arthrite de la souris MRL-lpr sont aggravées par 

l’administration locale ou systémique d’IL-1 (Arend et al., 1995). Dans la synovite rhumatoïde, 

l’IL-1 contribue au chimiotactisme des neutrophiles, lymphocytes et monocytes, stimule les 

fonctions des lymphocytes T et B, et augmente l’expression des molécules d’adhésion sur les 

cellules endothéliales (Arend, 1990). D’autre part, elle stimule la production de nombreux 

médiateurs intervenant dans la destruction articulaire et ce de façon beaucoup plus puissante que le 
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TNF-α : métalloprotéinases, aggrécanases, PGE2 et activateur du plasminogène (Arend, 1990). 

L’IL-1 empêche les processus de réparation en inhibant la synthèse de protéoglycanes et du 

collagène de type II constituant le cartilage. Elle induit également la synthèse d’IL-6, d’IL-8 par les 

fibroblastes et d’IL-2 par les lymphocytes T (Koch et al., 1995). D’autre part, les démonstrations du 

rôle de l’IL-1 dans l’activation des ostéoblastes menant indirectement à la résorption osseuse sont 

multiples. L’IL-1 agit sur les ostéoblastes (responsables de la formation osseuse) en induisant 

l’expression de RANKL (ligand du récepteur activateur de NF-κB), aussi connu sous le nom de 

facteur de différenciation des ostéoclastes (ODF). En retour, RANKL stimule la différenciation des 

précurseurs des ostéoclastes en ostéoclastes matures responsables de la résorption osseuse 

(Goldring, 2003). 

Le déséquilibre entre IL-1 et IL-1Ra joue probablement un rôle important dans la 

physiopathologie de la PR. Il semble que, chez les patients atteints de PR, la concentration d’IL-1Ra 

endogène ne suffise pas à réguler les effets induits par des taux élevés d’IL-1 (Dayer, 1992). De 

nombreuses cytokines anti-inflammatoires peuvent augmenter la production d’IL-1Ra, surtout 

l’IFN β, mais aussi l’IL-4, l’IL-10 et le TGF-β (Arend, 2001b). Tout ceci est bien illustré par les 

données cliniques thérapeutiques obtenues avec l’Anakinra (forme recombinante de l’IL-1Ra 

humain) qui entraîne une réduction significative des symptômes de PR et une amélioration de la 

qualité de vie (Jiang et al., 2002). 

 

 

 

Figure 5 : Rôle pivot de l’IL-1 dans les principaux mécanismes du processus pathogénique de la 

PR (d’après Meyer, 2002). 
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2.2 / Le facteur de nécrose tumorale ou tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

Le TNF-α est produit dans la cellule sous la forme d’un pro-peptide de 26 kDa. La molécule 

biologiquement active du TNF-α existe en solution sous la forme d’un trimère possédant des sous-

unités d’environ 17 kDa. Il existe également une forme membranaire du TNF-α (environ 1 à 2%) 

qui est biologiquement active. 

Le TNF-α exerce ses activités en se liant à des récepteurs spécifiques, qui sont de deux types 

: un récepteur de 55 kDa (TNF-RI p55) et un autre de 75 kDa (TNF-RII p75). La portion extra-

cellulaire des deux récepteurs peut être clivée et cette forme soluble (sTNFR) de récepteur peut se 

lier au TNF-α et inhiber ses activités biologiques (Dayer, 1994). Les taux sériques de sTNFR sont 

corrélés à l’activité de la PR (Meyer, 2002). L’observation de ces taux élevés de récepteurs 

solubles, capables de neutraliser les effets du TNF-α, jointe à celle rapportée à partir de cultures 

d’explants de synoviale rhumatoïde in vitro, suggère une tentative de régulation spontanée 

insuffisante pour maîtriser les phénomènes inflammatoires synoviaux. 

Le TNF-α est essentiellement produit par les monocytes/macrophages. Comme l’IL-1, il 

stimule la production de médiateurs de l’inflammation (Meyer, 2002): PGE2, leucotriènes, facteur 

d’activation plaquettaire (PAF), oxyde nitrique (NO) et les produits réactifs de l’oxygène. Il induit 

la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, L’IL-6, le GM-CSF, ainsi que des 

chimiokines (IL-8, RANTES, MIP-1α, MCP-1), et des métalloprotéases médiateurs de la 

destruction ostéo-cartilagineuse (Meyer, 2002). Il augmente l’expression de molécules d’adhésion 

par les cellules endothéliales, il active l’angiogenèse. Il s’agit d’un facteur de croissance des 

fibroblastes. Pour illustrer la complexité du réseau des cytokines, la production de TNF-α est 

stimulée par l’IFN-γ et l’IL-1. La production d’IL-1 par les cellules synoviales en culture est réduite 

après incubation avec des anticorps anti-TNF-α (Koch et al., 1995). 

De nombreux arguments plaident pour une participation importante du TNF-α dans la PR. 

En effet, des concentrations élevées de TNF-α ont été détectées dans le sérum et le liquide synovial 

de PR. Les études immunohistochimiques ont mis en évidence la présence de TNF-α dans les 

cellules du pannus, les macrophages, les cellules bordantes, les cellules profondes avec une 

distribution périvasculaire et plus particulièrement les jonctions synoviale/cartilage, à proximité 

même des destructions cartilagineuses (Chu et al., 1991). Les taux sériques et synoviaux de TNF-α 

sont corrélés aux critères cliniques et biologiques d’activité de la PR (Emilie et al., 1995). 

L’arthrite au collagène chez la souris est aggravée par l’injection de TNF-α et améliorée par 

les anticorps anti-TNF-α administrés avant le début de la maladie. Les souris transgéniques 

surexprimant le TNF-α développent une arthrite avec destruction articulaire (Koch et al., 1995).  
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La preuve du rôle majeur du TNF-α dans la physiopathologie de la PR a été apportée par les 

effets spectaculaires obtenus récemment avec l’utilisation thérapeutique chez l’homme des anti-

TNF-α qu’il s’agisse des anticorps monoclonaux humanisés (infliximab), humains (adalimumab) ou 

des récepteurs solubles du TNF-RII p75 (etanercept) (Maini et al., 1998). 

 

 

 

Figure 6 : Les différentes activités du TNF-α (d’après Sany, 2003). 

 

2.3 / L’interleukine -4 (IL-4) 

L’IL-4 est une cytokine de type Th2 anti-inflammatoire car elle inhibe avant tout la 

production des cytokines de type Th1, c'est-à-dire l’IL-1, le TNF-α et IFN-γ (Van Roon et al., 

2001). Elle inhibe la synthèse des métalloprotéases et augmente la production d’IL-1Ra. L’IL-4 

diminue la résorption osseuse en réduisant la survie et l’activation des ostéoclastes dans un modèle 

de résorption osseuse ex vivo et dans l’arthrite au collagène chez l’animal (Miossec et al., 1994 ; 

Joosten et al. 1999). 
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2.4 / L’interleukine-6 (IL-6) 

L’IL-6 est une cytokine de 26 kDa produite par les monocytes, les lymphocytes T et les 

synoviocytes fibroblastiques. Son action principale est la stimulation de la synthèse des protéines de 

la phase aiguë par les hépatocytes. Elle induit également la différentiation des lymphocytes B et des 

cellules myélomonocytaires, et l’activation des cellules T (Wong et al., 2003). Elle augmente la 

production de protéases induites par l’IL-1 (Koch et al., 1995). La production d’IL-6 par les 

synoviocytes en culture est augmentée après stimulation par l’IL-1 et le TNF-α (Emilie et al., 

1995). 

Les concentrations d’IL-6 sont plus élevées dans le liquide synovial de PR que dans celui 

d’arthrose. Dans la PR, les taux sériques d’IL-6 sont corrélés aux critères cliniques et biologiques 

d’activité de la maladie et aux lésions articulaires radiologiques (Koch et al., 1995 ; Wong et al., 

2003). Chez les souris déficientes en IL-6 (IL-6-/-), il n’y a pas d’inflammation ni de destruction 

articulaire après induction d’une arthrite au collagène (Wong et al., 2003). D’autre part, la 

résorption osseuse péri-articulaire est probablement en partie liée au développement des 

ostéoclastes stimulés par l’IL-6 (Kotake et al., 1996). 

 

2.5 / L’interleukine-8 (IL-8) 

L’IL-8 est une protéine de 8 kDa, produite par les macrophages et fibroblastes synoviaux. Il 

s’agit d’un facteur chimiotactique et activateur des neutrophiles, produit par les synoviocytes en 

réponse à l’IL-1 et au TNF-α (Koch et al., 1995). L’IL-8 aurait également des propriétés 

d’induction de l’angiogenèse. L’injection intra-articulaire 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 importante intervenant dans le contrôle de la 

réponse inflammatoire et la régulation de la différenciation et prolifération de plusieurs cellules 

immunitaires (cellules T, B et NK). L’IL-10 est un homodimère de 37 kDa. Elle est produite 

essentiellement par les monocytes/macrophages, les lymphocytes T de type Th2, les cellules 

dendritiques et les cellules épithéliales (Meyer, 2002). L’IL-10 est produite spontanément par la 

membrane synoviale (Morita et al., 1998). Elle joue un rôle important dans la balance cytokinique 

puisqu’elle favorise le développement d’une réponse Th2. En effet, elle inhibe la prolifération des 

lymphocytes T et leur sécrétion d’IFN-γ (Katsikis et al., 1994 ; Morita et al., 2001). Elle inhibe la 

synthèse des cytokines proinflammatoires comme l’IL-1, le TNF-α, l’IL-6 et l’IL-8 (De Waal 

Malefyt et al., 1991a). Inversement, le TNF-α induit la production d’IL-10 via l’activation de NF-
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κB (Asadullah et al., 2003). L’IL-10 induit la synthèse d’un suppresseur de synthèse des cytokines 

appelé SOCS-3 (Donnelly et al., 1999). D’autre part, l’IL-10 inhibe certaines fonctions 

macrophagiques comme la présentation de l’antigène, stimule la production d’inhibiteurs des 

cytokines (IL-1Ra, sTNFR). Par contre, elle augmente la prolifération des cellules B et leur 

différenciation en cellules sécrétant des immunoglobulines (Rousset et al., 1992 ; Katsikis et al., 

1994). L’IL-10 inhibe la synthèse de COX-2 et la production de PGE2 (Niiro et al., 1997). 

Le récepteur de l’IL-10 est composé de deux chaînes α et deux chaînes β. L’interaction entre 

récepteur et ligand active les tyrosine kinases Jak 1 et Tyk 2, mais également les facteurs de 

transcription STAT 1, 3 et 5 (Moore et al., 2001). L’IL-10 bloque aussi la translocation de NF-κB 

en inhibant l’activité d’IKK (Asadullah et al., 2003). 

L’IL-10 réduit l’inflammation, l’infiltration cellulaire et la destruction articulaire dans 

différents modèles animaux d’arthrite (Persson et al., 1996). L’IL-10 est détectée dans le sérum, le 

liquide synovial et le tissu synovial des patients souffrant de PR (Cush et al., 1995). Chez l’homme, 

dans la PR, l’efficacité de l’IL-10 reste limitée, même en association avec le méthotrexate 

(Keystone et al., 1998). 

 

2.7 / L’interleukine-11 

L’IL-11 a initialement été identifiée comme une lymphokine dérivée des cellules stromales 

et un facteur hématopoïétique (Paul et al., 1987). Les effets de l’IL-11 sont divers et incluent des 

activités à la fois pro- et anti-inflammatoires. L’IL-11 stimule la prolifération des cellules B 

dépendant des cellules T, la différenciation de ces cellules et leur production d’immunoglobulines 

(Yin et al., 1992). En augmentant le nombre de cellules de l’inflammation dans l’organe cible, l’IL-

11 a ainsi été suspectée d’avoir une action pro-inflammatoire. Dans le même sens, l’IL-11 est 

classée dans la famille des cytokines de type IL-6 sur les bases d’un spectre d’activités communes 

et d’un récepteur commun, à savoir la glycoprotéine 130 (gp130) (Heinrich et al., 2003 ; Wong et 

al., 2003). L’IL-11 stimule la production de protéines plasmatiques de la phase aiguë. Elle induit 

également une résorption osseuse dans les cultures de cellules osseuses et sa neutralisation 

supprime le développement des ostéoclastes après stimulation par la 1,25-dihydroxy vitamine D3 et 

la parathormone (Girasole et al., 1994). Dans les synoviocytes rhumatoïdes en culture, l’IL-1α et le 

TNF-α stimulent la production d’ARNm et de protéine de l’IL-11. Cet effet synergique est 

complètement aboli par l’indométacine et restauré par l’addition de PGE2 (Mino et al., 1998). 

Compte tenu des effets de l’IL-11 sur les ostéoclastes, l’IL-1 et le TNF-α pourraient contribuer à la 

résorption osseuse observée dans la PR par l’intermédiaire de leur action sur l’IL-11. De la même 

manière, l’IL-4 qui est une cytokine anti-inflammatoire inhibe la production d’IL-11 dans les 
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synoviocytes rhumatoïdes (Taki et al., 2000). Ainsi, l’IL-4 pourrait également exercer ses effets 

protecteurs sur la résorption osseuse au moins en partie via l’inhibition de l’IL-11. 

Inversement, un certain nombre de faits plaident pour une action anti-inflammatoire de l’IL-

11. Dans les synoviocytes d’arthrose, l’IL-11 diminue la sécrétion de PGE2 induite par le TNF-α, la 

synthèse des protéines COX-2 et cPLA2 et celle des récepteurs du TNF (TNF-sR55 et TNF-sR75). 

Enfin, l’IL-11 diminue également la translocation de NF-κB induite par le TNF-α (Alaaedine et al., 

1999). Hermann et al. (1998) ont pu mettre en évidence la présence d’IL-11 dans la membrane et le 

liquide synovial de PR, ainsi que dans le sérum. La neutralisation de l’IL-11 endogène entraîne un 

doublement du taux de TNF-α, taux qui est multiplié par 22 si l’IL-10 endogène est également 

bloquée. Par contre, l’IL-11 exogène n’a pas d’effet sur la production spontanée de TNF-α, celle-ci 

étant inhibée uniquement en présence de récepteur soluble à l’IL-11 (Hermann et al., 1998). Dans 

les synoviocytes de PR, l’IL-11 exogène diminue la production des métalloprotéases de type 1 et 3, 

et augmente celle de l’inhibiteur de métalloprotéase de type 1 (TIMP-1) (Maier et al., 1993 ; 

Hermann et al., 1998). Walmsley et al. (1998) ont étudié les effets de l’IL-11 recombinante 

humaine dans l’arthrite à collagène chez la souris : une diminution significative des scores cliniques 

apparaît avec de fortes doses d’IL-11, mais n’est pas maintenue tout au long de la période des 10 

jours d’observation. Cependant, les scores de lésions histologiques de la membrane synoviale sont 

améliorés. 

Le rôle exacte de l’IL-11 reste donc controversé et pourrait 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 produite par les monocytes activés, les 

cellules dendritiques, les fibroblastes et les cellules endothéliales (Bessis et al., 2001). Ses activités 

in vitro correspondent à une induction de la migration transendothéliale, de la prolifération et de la 

production de cytokines par les lymphocytes T, une augmentation de l’activité cytotoxique des 

cellules NK et une maturation des lymphocytes B (McInnes et al., 1998). Enfin, l’IL-15 a un rôle 

dans la destruction osseuse en stimulant la différenciation des progéniteurs ostéoclastiques par un 

effet indépendant du TNF-α (Ogata et al., 1999). Dans le modèle de la souris SCID, l’IL-15 induit 

la migration intrasynoviale des lymphocytes T (Bessis et al., 2001). Les lymphocytes T activés par 

l’IL-15 produisent du TNF-α et stimulent la synthèse de cette cytokine par les macrophages. Il 

s’agit donc d’une cytokine pro-inflammatoire ayant une action lymphocytaire T et intervenant dans 

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

Les activités de l’IL-17 sont principalement pro-inflammatoires. Elle est produite par les 

lymphocytes T CD4+. Elle induit la synthèse de médiateurs pro-inflammatoires par les 

macrophages et les fibroblastes (IL-1, TNF-α, IL-6, LIF, PGE2) (Meyer, 2002). L’activité de l’IL-

17 sur l’induction d’IL-1 et de TNF-α est inhibée par l’IL-4 et l’IL-10. Elle favorise la maturation 

des ostéoclastes via l’induction de RANK-L sur les lymphocytes T et les ostéoblastes (Chabaud et 

al., 2001). 

 

2.10 / L’interleukine-18 (IL-18) 

L’IL-18 est une cytokine connue sous le nom d’IFN-γ inducing factor. Elle a des 

homologies de structure avec l’IL-1 et sa forme mature est obtenue après clivage par l’enzyme de 

conversion de l’IL-1 (ICE) (Bessis et al., 2001). Elle est produite par plusieurs types cellulaires 

(macrophages, lymphocytes, ostéoblastes, chondrocytes, cellules dendritiques). L’IL-18 induit la 

synthèse d’IFN-γ et agit en synergie avec l’IL-12 dans l’induction de la différenciation des 

lymphocytes T CD4 vers un profil Th1. Elle induit la synthèse d’IL-1, d’IL-8, de TNF-α, de PGE2 

(Meyer, 2002 ; Dai et al., 2004). Elle stimule l’angiogenèse et l’activation des polynucléaires 

neutrophiles. Elle agit sur les chondrocytes en réduisant leur prolifération, en stimulant la synthèse 

de COX-2, de stromélysine et de NO synthase inductible. L’IL-18 binding protein (IL-18BP), qui 

est inhibiteur naturel de l’IL-18, peut inhiber l’arthrite au collagène chez la souris (Plater-Zyberk et 

al., 2001). 

 

G / LA DESTRUCTION OSTEO-CARTILAGINEUSE 
 

La destruction articulaire est la conséquence majeure de la PR. Elle est liée à la formation du 

pannus synovial, conséquence d’un infiltrat de cellules de l’inflammation, d’une néoangiogenèse et 

d’une hyperplasie des cellules synoviales. Les cytokines libérées par ces différents acteurs 

cellulaires, et plus particulièrement l’IL-1 et le TNF-α stimulent la production de facteurs 

responsables de la dégradation du cartilage (Ritchlin, 2004). 

Le cartilage est composé de protéoglycanes riche en chondroïtine, de collagène et de 

chondrocytes responsables de la synthèse mais aussi de la digestion enzymatique de la matrice 

cartilagineuse. Dans la PR, il existe un déséquilibre avec une augmentation de la destruction 

enzymatique liée aux métalloprotéases (MMPs) et une diminution de l’activité de synthèse 

(Ritchlin, 2004). Les MMPs sont synthétisées par les synoviocytes, chondrocytes et macrophages. 

La famille des MMPs est composée de plus d’une vingtaine de protéines classées en 5 catégories 
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qui sont : les collagénases, les stromélysines, les gélatinases, les métalloprotéinases membranaires 

(MT-MMPs) et les agrécanases. Toutes ces enzymes ont une activité sélective : les collagénases 

interstitielles (MMP-1, -8, -13) sont capables de dégrader les collagènes de type I, II, III, IV et VII. 

Le collagène ainsi dénaturé par ces enzymes devient un substrat pour les gélatinases (MMP-2 et -9). 

Les stromélysines (MMP-3, -10 et -11) ont des substrats plus divers : protéoglycanes, gélatine, 

fibronectine et collagène de type IX (Rannou et al., 2005). Les MT-MMPs peuvent se lier à la 

membrane cellulaire et se caractérisent par leur capacité à activer d’autres MMPs. Les cellules 

responsables de la synthèse des MMPs produisent également des inhibiteurs spécifiques des MMPs, 

appelés TIMPs (TIMP-1, -2, -3 et -4). Ainsi, le « turnover » du cartilage est dépendant de la balance 

MMPs/TIMPs. Dans la PR, il existe un déséquilibre entre l’activité des TIMPs et l’activité des 

MMPs au profit de cette dernière. Les deux cytokines majeures qui interviennent dans la destruction 

du cartilage sont l’IL-1 et le TNF-α. Elles stimulent la synthèse de MMPs dans les synoviocytes et 

chondrocytes et le TNF-α inhibe la production des TIMPs. D’autre part, ces deux cytokines 

diminuent la synthèse de collagène et de protéoglycanes (Goldring, 2003). 

Le remodelage osseux est permanent et dépend de l’activité coordonnée des cellules 

résorbant l’os (ostéoclastes) et des cellules formant l’os (ostéoblastes). Dans la PR, les études 

histologiques ont montré que les résorptions osseuses locales périarticulaires (géodes) étaient liées à 

l’activité des ostéoclastes (Goldring, 2003 ; Ritchlin, 2004). Les ostéoclastes sont des cellules 

dérivées de la lignée monocytes/macrophages et la différenciation des précurseurs des ostéoclastes 

en ostéoclastes matures dépend du réseau de cytokines environnantes, notamment l’IL-1, le TNF-α, 

l’IL-6, l’IL-11, l’IL-15 et le macrophage-colony-stimulating factor (M-CSF) (Goldring, 2003). 

Récemment, un nouveau membre de la famille du TNF a été découvert et nommé osteoclast 

differentiation factor ou osteoprotegerin ligand ou enfin receptor activator of nuclear factor κB 

ligand (RANKL). RANKL est synthétisé par les ostéoblastes et les cellules stromales osseuses, 

mais aussi les synoviocytes fibroblastiques et les lymphocytes T dans le tissu synovial (Romas et 

al., 2002a). Il s’agit d’un facteur essentiel de différentiation des ostéoclastes (Lacey et al., 1998). 

RANKL se lie à son récepteur (RANK) localisé sur les précurseurs des ostéoclastes, les 

ostéoclastes, les cellules dendritiques et les lymphocytes T. Il existe également une forme soluble de 

ce récepteur nommée ostéoprotégérine (OPG), qui agit comme un récepteur leurre ou « decoy 

receptor » et bloque la liaison de RANKL prévenant ainsi l’activation de RANK et donc 

l’ostéoclastogenèse. RANKL pourrait jouer un rôle prépondérant dans les lésions osseuses de la PR. 

La production de RANKL est fortement augmentée par l’IL-1, le TNF-α et l’IL-17 (Romas et al., 

2002a). L’IL-1 et le TNF-α contribuent encore aux lésions osseuses en diminuant la formation 

osseuse par induction de l’apoptose des ostéoblastes (Goldring, 2003). 
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Dans l’arthrite au collagène chez le rat, le traitement par protéine de fusion Fc-OPG réduit le 

nombre d’ostéoclastes dans l’os juxta-articulaire et empêche l’apparition d’érosions osseuses 

(Romas et al., 2002b). 

Les prostaglandines et notamment la prostaglandine E2 interviennent également dans les 

phénomènes de destruction cartilagineuse et osseuse. Ces effets sont décrits dans le chapitre sur le 

métabolisme des cyclo-oxygénases. 

 

H / L’ANGIOGENESE 
 

L’angiogenèse est un élément important dans le développement et la persistance de la 

synovite rhumatoïde. L’hyperplasie de la membrane synoviale augmente la distance entre les 

synoviocytes et les vaisseaux sanguins, réalisant une hypoperfusion et hypoxie relatives. Tout ceci 

déclenche une néoangiogenèse qui permet d’augmenter les apports en facteurs de croissance et 

cytokines, entretenant l’inflammation et l’hyperplasie synoviale. L’angiogenèse est un processus 

complexe dépendant de l’équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques. Ces facteurs sont 

nombreux, listés dans le tableau n°3. Ils sont pour beaucoup produits par les cellules endothéliales, 

les macrophages et les synoviocytes. 

 

Tableau n°3: Les principaux facteurs pro- et anti-angiogéniques. 

Facteurs pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogéniques 
FGF Angiostatine 
PDGF Endostatine 
TGFβ Prolactine 
VEGF TIMPs 
Angiogénine Thrombospondine-1 
Angiopoïétine-1 Interféron inducible protein 10 
G-CSF Platelet factor-4 
GM-CSF IL-12 
IL-1 IL-1 
IL-2 IL-2 
TNF-α TNF-α 
IL-6 IL-6 
IL-8  
IL-15  
IL-18  
Pléïotropine  
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Le VEGF, un des médiateurs majeurs de l’angiogenèse, a été détecté dans le liquide 

synovial et le sérum des patients atteints de PR. Son niveau d’expression est corrélé avec la sévérité 

de la maladie (Clavel et al., 2003). Il a une action chémoattractive sur les cellules endothéliales, 

monocytes et polynucléaires. Il augmente la perméabilité vasculaire, induit une vasodilatation, a un 

effet mitogénique sur les cellules endothéliales. Le TNF-α et l’IL-1 augmentent sa production. 

L’angiopoiétine-1 est un facteur de croissance qui stimule spécifiquement la néovascularisation. Sa 

production est stimulée par le TNF-α dans les synoviocytes rhumatoïdes en culture. Inversement, 

l’endostatine et l’angiostatine sont des facteurs angiostatiques qui diminuent la croissance et la 

migration des cellules endothéliales (Clavel et al., 2003). Les intégrines (αvβ3 et αvβ5 dans la 

synoviale rhumatoïde) et les molécules d’adhésion permettent les interactions entre cellules 

endothéliales et matrice extra-cellulaire et stimulent l’angiogenèse (Szekanecz et al., 2005). Parmi 

les cytokines impliquées dans la PR, le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6 ont des effets pro- et anti-

angiogéniques (Tableau n°3). L’IL-8, l’IL-15 et l’IL-18 interviennent également dans l’angiogenèse 

(Szekanecz et al., 2005). 

 

II / LE METABOLISME DES CYCLO-OXYGENASES 

A / METABOLISME DE L’ACIDE ARACHIDONIQUE 
 

Les eicosanoïdes sont des médiateurs lipidiques dérivés de l’oxydation enzymatique de 

l’acide arachidonique (AA) présent dans les phospholipides membranaires. L’AA est libéré sous 

l’action d’une enzyme, la phospholipase A2 (PLA2) et est transformé principalement en 

prostanoïdes sous l’action des cyclo-oxygénases (COX) de type 1 et 2 et en leucotriènes sous 

l’action de la 5-lipoxygénase (5-LOX) (Smith, 1989). La prostaglandine (PG) H2 est un produit 

intermédiaire converti en prostaglandines (PGs) ou thromboxane (Tx) par différentes enzymes, dont 

la PGE2 synthase (PGES) responsable de la synthèse de PGE2 (figure 7). Les enzymes intervenant 

dans le métabolisme de l’AA existent sous plusieurs formes : les formes constitutives comme la 

PLA2 cytosolique, la COX-1 et la PGES cytosolique ; et les formes inductibles après diverses 

stimulations (cytokines, état inflammatoire) comme la COX-2, la PGES microsomale et différents 

types de PLA2 sécrétées. 
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B / LES TROIS TYPES DE CYCLO-OXYGENASES (COX) 
 

La COX est une hémoprotéine constituée de deux sous-unités identiques possédant chacune 

un atome de fer héminique. Il s’agit d’une protéine transmembranaire localisée au niveau des 

membranes nucléaire et du réticulum endoplasmique (Sigal, 1991). La COX forme un complexe 

avec les molécules d’AA à la suite de leur libération de la membrane plasmique et catalyse deux 

réactions distinctes : 

- l’oxydation et la cyclisation de l’AA en hydroxy-15-endoperoxyde-9,11 PGG2 instable 

- la conversion de la PGG2 en PGH2. 

L’endoperoxyde PGH2 est une molécule « carrefour » dont la transformation varie d’un type 

cellulaire à l’autre selon l’équipement enzymatique présent. Des isomérases et des réductases 

transforment la PGH2 en prostaglandines (PGs) : PGD2, PGE2, PGF2α, en TxA2 puis TxB2, en 

prostacycline (PGI2) instable puis en 6-céto-PGF1α.  

Le clonage et le séquençage de la COX ont permis de mettre en évidence deux gènes, celui 

de la COX-1 et celui de la COX-2 (Yokoyama et al., 1989 ; Kosaka et al., 1994). Les gènes des 

deux COX ne sont pas présents sur les mêmes chromosomes et ne contiennent pas le même nombre 

d’exons et d’introns. 

Figure 7 : Métabolisme de l’acide arachidonique (d’après Chilton et al., 1996). 
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De plus, le promoteur de COX-2 possède plusieurs éléments de réponse à des facteurs de 

transcription, dont les éléments de réponse à NF-κB, AP-2, C/EBP et NF-IL-6, contrairement au 

promoteur de COX-1 qui ne contient que deux éléments cis-régulateurs Sp1 (Yamamoto et al., 

1998 ; Thomas et al., 2000). La COX-1 est une enzyme exprimée de façon constitutive et est 

ubiquitaire. Les prostanoïdes qu’elle synthétise participent au maintien de l’homéostasie : 

coagulation, maintien du flux sanguin rénal, fonctions gastro-intestinales, reproduction et immunité. 

La COX-1 est fortement exprimée dans les plaquettes, les macrophages, les cellules endothéliales 

vasculaires et les glandes séminales. Par contre, la COX-2 est faiblement exprimée dans les cellules 

quiescentes et dans les tissus normaux in vivo (tissu cérébral, muqueuse gastrique, rein et 

endothélium vasculaire). Elle est induite par différents stimuli : les lipopolysaccharides (LPS), des 

facteurs de croissance (TGF-β, PDGF, EGF, FGF-1), des cytokines (IL-1 et TNF-α) (Hla et al., 

1993 ; Angel et al., 1994). 

Les différents stimuli qui induisent l’expression de COX-2 agissent par des récepteurs 

membranaires pouvant être des récepteurs tyrosine kinases. Une fois activés, ces récepteurs 

induisent différentes voies de transduction du signal conduisant à la phosphorylation de facteurs 

trans-régulateurs. Ces facteurs peuvent alors se fixer sur certaines séquences du promoteur du gène 

de COX-2 et activer sa transcription. Les différentes protéines de transduction du signal intra-

cellulaire impliquées sont les « extracellular-regulated protein » kinases (ERK), les kinases p38s, 

les « c-Jun N-terminal » kinases (JNKs), la PI3K et NF-κB (Yamamoto et al., 1998 ; Lasa et al., 

2000 ; Chen et al., 2001 ; Thomas et al., 2002 ; Jang et al., 2004). L’induction de COX-2 est 

associée à l’activation de la voie MEK/ERK-1/2/c-Fos/AP-1 dans les cellules du cancer du colon, 

les cellules épithéliales intestinales, les kératinocytes (Glinghammar et al., 2001 ; Guo et al., 2002 ; 

Chang et al., 2004). Dans les ostéoblastes en culture, l’inhibition de la voie d’ERK par un inhibiteur 

sélectif (PD 098059) bloque la production de PGE2 et l’expression de COX-2 induites par le TNF-α 

et l’IFN-γ (Chae et al., 2004). La MAP kinase p38 joue un rôle important dans l’induction de 

l’expression de COX-2 dans les cellules épithéliales intestinales traitées par l’anisomycine, dans 

plusieurs lignées cellulaires cancéreuses traitées par le NO (Shafer et al., 2005 ; Park et al., 2005), 

dans les chondrocytes articulaires différenciés traités par l’IL-1β (Thomas et al., 2002). Dans les 

cellules synoviales fibroblastiques en culture exposées à un adénovirus recombinant, les taux 

d’ARNm, de protéine COX-2 et de PGE2 sont augmentés avec phosphorylation d’ERK-1/2, p38 et 

JNK (Crofford et al., 2005). Un inhibiteur de p38 (RWJ 67 657) inhibe l’expression de l’ARNm de 

COX-2 dans les cellules synoviales rhumatoïdes en culture (Westra et al., 2004). 

 

Une nouvelle isoforme de COX a récemment été décrite par Chandrasekharan et al. (2002). 

Ces auteurs ont décrit plusieurs variants de COX issus d’épissage alternatif de l’ARNm de COX-1 : 
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l’ARNm de COX-3 et l’ARNm de PCOX-1 (« partial COX-1 »). COX-3 possède des 

caractéristiques de structure et d’activité voisines de celles de COX-1 et COX-2. Cependant, 

certaines modifications au niveau de la protéine pourraient diminuer son activité enzymatique, ce 

qui expliquerait l’inhibition de cette enzyme par le paracétamol (Berenbaum, 2004). La COX-3 est 

exprimée majoritairement dans le cortex cérébral (Chandrasekharan et al., 2002). 

 

C / LES PROSTAGLANDINES 
 

Les actions diverses des PGs sont contrôlées par la diversité des PGs produites selon le type 

cellulaire et l’existence de multiples récepteurs liés à une protéine G. La sous-famille des récepteurs 

des prostanoïdes comporte 9 membres (EP-1 à EP-4 pour la PGE2, DP et CRTH2 pour la PGD2, FP 

pour la PGF2α, IP pour la PGI2, TP pour le TxA2) (Hata et al., 2004). Les rôles précis de ces 

récepteurs varient en fonction de multiples facteurs : le contexte cellulaire, le profil d’expression du 

récepteur, l’affinité du ligand et le couplage à différentes voies de transduction du signal (Hata et 

al., 2004). Ainsi, en fonction de tout cela, les PGs peuvent avoir une action pro- ou anti-

inflammatoire et une action immuno-régulatrice. Toutefois, les PGs sont en quantité importante 

dans les foyers inflammatoires. Elle sont susceptibles de reproduire les signes cardinaux de 

l’inflammation : œdème, érythème, hyperthermie, hyperalgésie et infiltration cellulaire. La PGE2 et 

la PGI2 ont des propriétés vasodilatatrices. Elles potentialisent l’exsudation plasmatique induite par 

d’autres médiateurs tels le leucotriène B4, la bradykinine et l’histamine. La PGE2 participe à 

l’hyperalgésie en sensibilisant les nocicepteurs périphériques à l’action de l’histamine et de la 

bradykinine, elle modulerait les canaux sodiques des neurones nociceptifs (Khasar et al., 1998). La 

PGE2 est également produite dans le système nerveux central au cours de la réponse inflammatoire 

périphérique et contribue à l’hyperexcitabilité centrale observée lors de la douleur inflammatoire, 

notamment dans la corne postérieure de la moelle (Samad et al., 2001). In vitro, la PGE2 inhibe 

l’activation et la prolifération des lymphocytes T, diminue la sécrétion de cytokines, module 

l’activation des cellules B et donc la production d’anticorps et module les fonctions des cellules 

dendritiques (Hata et al., 2004). Il est possible que la PGE2 fasse pencher la balance vers la réponse 

immune lymphocytaire de type Th2 en partie par l’intermédiaire de l’inhibition de la production 

d’IL-12 par les monocytes et macrophages et en agissant directement sur les cellules T pour inhiber 

la production d’IL-2 et d’IFN-γ (Hata et al., 2004). Elle aurait ainsi un rôle positif dans la PR, en 

rééquilibrant la balance d’une réponse Th1 vers une réponse Th2. La PGE2, à faible dose, a un effet 

inhibiteur sur la libération des hydrolases lysosomiales des polynucléaires neutrophiles, la mobilité 

et la phagocytose des macrophages, ces effets étant inversés à forte dose.  
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Dans la PR, des taux élevés de PGE2 sont détectés dans le liquide articulaire, comparé à 

l’arthrose. Les synoviocytes fibroblastiques humains en culture produisent de la PGE2, de la PGF2α 

et de la 6-céto-PGF1α, avec une majorité de PGE2 (Martel-Pelletier et al., 2003). La PGE2 produite 

par la membrane synoviale et par les cellules osseuses est capable de stimuler la production d’IL-6 

et d’augmenter la prolifération des précurseurs ostéoclastiques favorisant ainsi la destruction 

articulaire (Marie et al., 1993; Portanova et al., 1996). D’autre part, la PGE2 semble diminuer la 

synthèse de collagène par les chondrocytes et augmenter la production de MMPs par les 

synoviocytes fibroblastiques. Cependant, d’autres travaux ont montré des effets inverses sur le 

collagène et les MMPs (Martel-Pelletier et al., 2003). Des souris génétiquement délétées pour l’un 

des récepteurs membranaires à la PGE2 (EP4) ou pour la PGES microsomale ne développent plus 

d’arthrite au collagène (Rannou et al., 2005). Les PGs contribuent à l’angiogenèse en stimulant la 

prolifération des cellules endothéliales ou en prévenant leur apoptose (Martel-Pelletier et al., 2003). 

La PGE2 augmente la production du VEGF dans les cellules synoviales de PR (Leahy et al., 2000). 

 

D / CYCLOOXYGENASES ET PR 
 

La protéine COX-2 joue un rôle important dans beaucoup d’états pathologiques, dont 

l’inflammation et l’angiogenèse. L’expression des COX est augmentée dans la membrane synoviale 

des patients atteints de PR et dans les arthrites expérimentales chez le rat (Sano et al., 1992). 

Crofford et al. (1994) ont mis en évidence par immunohistochimie la présence de la protéine COX-

2 in vivo dans le tissu synovial de PR. La fixation de l’antisérum anti-COX-2 se situait sur les 

cellules mononucléées, les cellules endothéliales et les synoviocytes fibroblastiques. L’IL-1β et le 

phorbol myristate acétate (PMA) augmentaient la synthèse de novo de COX-2 (ARNm et protéine), 

mais pas celle de COX-1 dans les explants de tissu synovial de PR et dans les synoviocytes 

fibroblastiques en culture. La dexaméthasone inhibait cet effet stimulateur de l’IL-1 et du PMA. 

Siegle et al. (1998) ont confirmé ces résultats avec une augmentation de l’expression de COX-2 et 

non COX-1 dans le tissu synovial de différentes arthrites (PR, spondylarthrites ankylosantes et 

rhumatismes psoriasiques). L’expression de COX-2 dans les synoviocytes fibroblastiques humains 

peut être augmentée par la PGE2 dans le cadre d’un mécanisme de feedback positif où 

interviendraient l’activation de la MAPkinase p38 et une stabilisation de l’ARNm de COX-2 

(Martel-Pelletier et al., 2003). L’IL-1 et le TNF-α augmentent la production de PGE2. Par contre, 

l’IL-4, l’IL-10 et l’IL-13 la diminuent dans différents types cellulaires (Martel-Pelletier et al., 

2003). Dans les synoviocytes humains, l’expression de COX-2 induite après stimulation par l’IL-1 

dépend de l’activation de la MAPkinase p38 (Faour et al., 2001). 
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NF-κB joue également un rôle important dans l’expression de COX-2 dans les synoviocytes 

fibroblastiques humains. Le traitement par l’IL-1 entraîne la liaison de l’hétérodimère p65-p50 et de 

l’homodimère p50 au promoteur de COX-2 (Crofford et al., 1997). En plus de son action sur NF-

κB, le TNF-α induit la liaison de C/EBP au promoteur de COX-2 et stimule ainsi la transcription de 

COX-2 (Martel-Pelletier et al., 2003). Dans les chondrocytes articulaires, les facteurs C/EBP ont un 

rôle important dans la transcription du gène de COX-2 induite par l’IL-1β (Thomas et al., 2000). 

D’autre part, dans différents modèles de culture de cellules ostéoblastiques, l’expression de COX-2 

et la production de PGE2 passent par l’activation d’ERK (Choudhary et al., 2003 ; Chae et al., 

2004). 

 

III / VOIES DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRE ET 

POLYARTHRITE RHUMATOIDE 

 

Dans la PR, l’activation des différents acteurs cellulaires peut passer par la transduction d’un 

signal, c'est-à-dire la transmission d’un signal intracellulaire induit par la liaison d’un ligand à son 

récepteur. Les cytokines et autres stimuli agissent sur des récepteurs couplés aux voies de 

signalisation par un appareil sous-membranaire qui vont aboutir à l’activation de facteurs de 

transcription contrôlant la synthèse de différents facteurs de l’inflammation (cytokines, protéases, 

facteurs de croissance, etc…). Les principales voies de signalisation impliquées dans 

l’inflammation sont les voies des « mitogen-activated protein kinases » (MAP Kinases), de la 

phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K), de « janus kinase/signal transducer and activator of 

transcription » (JAK/STAT) et du « nuclear factor kappa B » (NF-κB) (Morel et Berenbaum, 2004). 

La liaison d’un ligand à son récepteur membranaire provoque une modification de 

conformation du récepteur qui aboutit à la phosphorylation du récepteur lui-même ou d’une enzyme 

qui lui est associée. Cette première phosphorylation entraîne l’activation en cascade d’autres 

enzymes appelées les protéines kinases qui activent à leur tour les facteurs de transcription : 

phosphorylation permettant la translocation du facteur de transcription du cytoplasme vers le noyau. 

Les facteurs de transcription sont des protéines constituées de plusieurs domaines : certains 

participent à la liaison avec l’acide désoxyribonucléique (ADN) génomique, tandis que d’autres 

sont impliqués dans la régulation génique en induisant ou en inhibant la synthèse des protéines 

(Morel et Berenbaum, 2004). 

Après la liaison ligand-récepteur, les phosphatases sont des enzymes qui s’opposent à 

l’action des protéines kinases en favorisant la déphosphorylation de leur substrat. La réponse finale 

dépend donc de l’équilibre entre ces deux voies enzymatiques : protéine-kinases et phosphatases La 
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régulation s’effectue également au niveau post-transcriptionnel par des protéines (TIA-1 et TIAR) 

capables de se fixer sur des séquences spécifiques de l’acide ribonucléique messager (ARNm), 

appelées AURE (adenosine-uridine rich element). La fixation des protéines TIA-1 et TIAR sur ces 

séquences favorise la dégradation de l’ARNm et réduit la synthèse protéique. La phosphorylation de 

TIA-1 et TIAR par une protéine kinase de la voie de p38 inhibe la dégradation de l’ARNm et 

augmente la production de protéines. 

 

A / LA VOIE TRAF/NIK/I κBK/NF-κB 
 

Le facteur de transcription NF-κB est un homo- ou hétérodimère présent dans le cytoplasme 

de la plupart des cellules humaines. La famille NF-κB est constituée de plusieurs membres incluant 

NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB et c-Rel. NF-κB contrôle la synthèse de nombreux 

médiateurs impliqués dans l’inflammation comme l’IL-1, l’IL-6, le TNF-α, les collagénases mais 

aussi les molécules d’adhésion et les chimiokines (May et al., 1998 ; Morel et Berenbaum, 2004). 

L’expression de NF-κB est augmentée dans la synoviale rhumatoïde associée à un marquage 

immunohistochimique de p65 et p50 dans le noyau des cellules synoviales (Tak et al., 2001). Les 

expériences de retard sur gel montrent une translocation de NF-κB sur l’ADN plus importante à 

partir du tissu synovial de PR comparé à celui d’arthrose (Morel et Bernebaum, 2004). 

En l’absence de stimulation, NF-κB est couplé avec la protéine inhibitrice IκB (α ,β ,γ ,δ ou 

ε) qui l’empêche d’être transloqué au noyau. NF-κB est activé par une variété de stimuli 

comprenant entre autres les cytokines pro-inflammatoires, le LPS, les protéines virales, les ultra-

violets ou encore le stress cellulaire (figure 8). Après stimulation par une cytokine pro-

inflammatoire, il existe un recrutement de protéines de costimulation tels les TRAFs (TNF receptor-

associated factors) qui aboutit à l’activation de la kinase NIK (NF-κB inducing kinase). Les facteurs 

TRAFs sont formés de six familles de protéines capables d’activer en cascade des protéines kinases. 

Ils sont impliqués dans la transduction du signal induite par le TNF-α et l’IL-1β. NIK se lie à IκB 

kinase (ou IKK composée de 3 sous-unités α, β et γ) et induit son activation. IKK peut alors 

phosphoryler IκB, ce qui induit son ubiquitinylation et donc sa dégradation par le protéasome. La 

dissociation de IκB et NF-κB permet alors la migration de NF-κB dans le noyau (figure 8). La 

phosphorylation de IκB dépend essentiellement des TRAFs, mais aussi des MAP Kinases. TRAF-6 

pour l’IL-1 et TRAF-2 pour le TNF-α activent successivement les protéines kinases NIK, puis IKK 

(Inoue et al., 2000). L’activation d’IKK peut être également induite par la « mitogen activated 

protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase-1 » (MEKK-1). 
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Dans la PR, les cytokines induites par NF-κB comme le TNF-α et l’IL-1β peuvent 

également activer NF-κB. Il existe ainsi une boucle d’auto-entretien qui amplifie la réponse 

inflammatoire et lui permet de se pérenniser. NF-κB intervient aussi dans la croissance cellulaire. Il 

permet notamment la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et la différenciation des 

lymphocytes T (Gerondakis et al., 1998). NF-kB stimule également l’expression de la COX-2 (Pahl, 

1999), et intervient dans l’apoptose. En effet, il a été décrit comme un inhibiteur de l’apoptose 

principalement induite par le TNF-α (Baldwin, 1996). Cet autre rôle de NF-κB sera revu plus en 

détail dans le chapitre sur « l’apoptose ». 

Les glucocorticoïdes, très utilisés dans le traitement de la PR, agissent grâce à leurs 

récepteurs spécifiques et peuvent induire l’expression de IκBα et favoriser la rétention 

cytoplasmique de NF-κB, mais ils peuvent également moduler l’activation de ce facteur par 

interaction directe avec NF-κB. Une autre hypothèse de régulation pourrait s’expliquer par une 

compétition entre glucocorticoïdes et NF-κB vis-à-vis de coactivateurs comme les protéines de 

liaison à CREB («AMPc regulatory binding protein) (Yamamoto et al., 2001). Parmi les anti-

inflammatoires non stéroïdiens, l’aspirine inhibe l’activation de NF-κB en altérant la 

phosphorylation de IκBβ (Yin et al., 1998), alors que le sulindac et ses dérivés (sulfide et sulfone de 

sulindac) agissent sur IKK pour inhiber NF-κB (Yamamoto et al., 2001) (Figure 8). Parmi les 

agents immuno-suppressifs, la cyclosporine est un inhibiteur de la calcineurine (sérine/thréonine 

phosphatase dépendante du calcium et de la calmoduline) qui normalement active NF-κB. Il 

semblerait que la cyclosporine agisse également par compétition avec le protéasome empêchant la 

dégradation de I-κB. Le tacrolimus bloque la translocation du cytoplasme vers le noyau de la sous-

unité c-Rel de NF-κB (Yamamoto et al., 2001). Par contre, la diosgénine, un stéroïde végétal, induit 

l’apoptose sur les cellules d’ostéosarcome et active NF-κB (Moalic et al., 2001a). 
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Figure 8: Activation et rôles de NF-κB 
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B / LA VOIE DES MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN (MAP) KIN ASES 
 

Les MAP kinases se divisent en trois familles : « extracellular signal regulating kinases » 

(ERK1/2), « c-Jun-NH2-terminal kinase » (JNKs) et p38. Chacune comporte plusieurs isoformes. 

Les facteurs mitogènes et les facteurs de croissance activent plutôt les MAP kinases ERK1/2, tandis 

que les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-α activent plutôt les MAP kinases p38 et JNKs 

(Raingeaud et al., 1995 ; Hammaker et al., 2003 ; Morel et Berenbaum, 2004). L’activation de ces 

MAP kinases est secondaire à la phosphorylation d’une thréonine (Thr) ou d’une tyrosine (Tyr) 

située dans un motif ThrXTyr où X représente un acide aminé quelconque. Les MAP kinases sont 

activées par une MAPK kinase (MAPKK ou MEK) qui est activée à son tour par une MAPKK 

kinase (MAPKKK ou MEKK). La MAPKK kinase est elle-même activée par un membre de la 

famille des protéines G tels que Ras, directement ou par une autre kinase en amont (figure 9) (Morel 

et Berenbaum, 2004 ; Lioté et Bernebaum, 2004). Les différentes MAP kinases contrôlent 

l’activation de nombreux facteurs de transcription, tels que AP-1 (homo- ou hétérodimère formé des 

protéines c-fos et c-jun), NF-κB ou C/EBP (Hammaker et al., 2003 ; Lioté et Berenbaum, 2004). 

Les trois familles de MAP kinases sont exprimées dans le tissu synovial des patients atteints 

de PR mais avec des localisations différentes. L’activation de ERK s’observe plutôt au niveau des 

microvaisseaux synoviaux, JNKs autour et dans les infiltrats de cellules mononucléées et p38 dans 

la couche bordante synoviale et les cellules endothéliales (Schett et al., 2000). Dans ces différents 

types cellulaires, les MAP kinases étaient surtout activées par l’IL-1 et le TNF-α. Parmi les trois 

familles de MAP kinases, p38 et plus particulièrement son isoforme p38α est principalement activée 

dans les cellules impliquées dans l’inflammation (Herlaar et al., 1999). L’activation de p38 induit la 

synthèse des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-8, soit par 

activation directe de la transcription des gènes, soit par stabilisation de l’ARNm (Lee et al., 1994; 

Suzuki et al., 2000). La MAPK p38 est capable de stabiliser l’ARNm grâce à son substrat la 

MAPKAK2 (« MAP kinase-activated protein kinase 2 ») qui agirait sur une ou plusieurs protéines 

capables de se lier à l’ARNm (Winzen et al., 1999). 

La MAP kinase p38 contrôle aussi la synthèse d’autres molécules impliquées dans 

l’inflammation comme les chimiokines et les molécules d’adhésion, mais aussi la synthèse des 

métalloprotéases et des prostaglandines responsables de la destruction ostéo-cartilagineuse 

(Hammaker et al., 2003 ; Westra et al., 2004). L’implication de la MAPK p38 dans les différentes 

étapes de l’inflammation a abouti à la synthèse de plusieurs inhibiteurs pharmacologiques de p38 : 

SB203580, RWJ 67657, L-167307, VX-745, RPR200765A. Ces inhibiteurs chimiques 

appartiennent à une nouvelle classe thérapeutique appelée cytokine-suppressive anti-inflammatory 

drugs (CSAID) (Morel et Berenbaum, 2004) . Dans les synoviocytes fibroblastiques rhumatoïdes 
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stimulés par l’IL-1 et/ou le TNF-α, RWJ 67657 inhibe la production de MMP-1, MMP-3, IL-6, IL-8 

et l’expression de l’ARNm de COX-2 (Westra et al., 2004). Dans les modèles d’arthrites 

expérimentales chez l’animal, les inhibiteurs de p38 préviennent le développement des arthrites et 

érosions osseuses (Badger et al., 2000). Après injection d’entoxine chez l’homme volontaire sain, 

RWJ 67657 supprime la fièvre et la production de cytokines TNF-α, IL-6 et IL-8 (Hammaker et al., 

2003).  

Dans le modèle d’arthrite à l’adjuvant chez le rat, l’inhibition des trois formes de JNK 

protège le rat de la destruction osseuse avec diminution de l’activation d’AP-1 et de l’expression de 

MMP-3 dans la synoviale (Han et al., 2001). 

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les voies de 

signalisation intracellulaire, impliquant entres autres les MAP kinases, constituées d’un réseau 

complexe de molécules s’activant en cascade avec de nombreuses communications entre les voies. 

Ainsi, plusieurs stratégies de contrôle de la signalisation pourraient être envisageables et avoir des 

conséquences thérapeutiques dans la PR. 
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Figure 9 : Description schématique de l’activation des MAP kinases (MAPKs) (Lioté et 

Berenbaum, 2004). Les MAPKs (ERK-1/2, JNKs, p38) sont activées par phosphorylation sous 

l’effet d’une cascade enzymatique. Elle sont au centre du phénomène de cross-talk où s’établit 

une communication entre les voies, stimulant NF-κB (nuclear factor kappaB), AP-1 (activating 

protein 1), C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein), STAT (signal transducers and activation 

of transcription). MEK (MAPK kinase), MEKK (MAPKK kinase), PK (protéine kinase). 
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C / LA VOIE PHOSPHATIDYL INOSITOL-3 KINASE (PI3K) 
 

La voie de la PI3K est également activée par les cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-

1 mais aussi par l’IL-18 dans les synoviocytes fibroblastiques. Les cytokines en se liant à leur 

récepteur activent soit une protéine tyrosine kinase, soit des protéines G. La PI3K est une enzyme 

induisant la phosphorylation de lipides membranaires, les phosphoinositides (PI). En fonction du 

nombre de phosphorylation, on distingue le PIP1, PIP2 et PIP3. Ces phosphoinositol phosphates 

vont activer la protéine kinase Akt ou protéine kinase B (Cantley, 2002 ; Morel et Berenbaum, 

2004). Les évènements au-delà de Akt sont moins bien connus mais peuvent activer les facteurs de 

transcription NF-κB et AP-1. 

Inversement dans les cellules mononucléées du sang périphérique, la PI3K pourrait bloquer 

la synthèse de TNF-α (Brennan et al., 2002). 

La PI3K est également impliquée dans la prolifération et l’adhésion cellulaire, mais aussi 

dans l’apoptose et l’angiogenèse (Roymans et al., 2001). 

 

D / LA VOIE JAK/STAT 
La voie de signalisation JAK/STAT est la voie principale activée après la liaison de l’IL-6, 

l’IL-15 ou de l’IFN-γ avec leur récepteur. Elle régule l’expression de gènes impliqués dans 

l’activation cellulaire, la prolifération et la différenciation. Après fixation du ligand à son récepteur, 

il y a activation d’une glycoprotéine gp130 qui active en cascade la janus tyrosine kinase (Jak) puis 

les facteurs de transcription STATs. Les facteurs de transcription STATs s’associent en dimères qui 

vont alors migrer dans le noyau et activer la transcription de gènes (Morel et Berenbaum, 2004). 

Parmi les gènes activés par les STATs, celui d’un « suppressor of cytokine signalling » (SOCS) 

conduit à la synthèse d’une protéine qui va inactiver Jak de façon prolongée. Cela constitue une 

boucle de rétrocontrôle négatif (Lioté et Berenbaum, 2004). Les cytokines majeures de la PR 

induisent précocement l’expression de SOCS : l’IL-6 induit l’expression de SOCS-1 et le TNF-α de 

SOCS-3. Dans la synovite rhumatoïde, l’étude immuno-histochimique a permis de montrer un excès 

d’activation de STAT3 alors qu’elle est inactive dans la synoviale arthrosique. Il en est de même 

pour SOCS-3, abondamment phosphorylée dans la synovite rhumatoïde, quoique en quantité 

insuffisante pour contrôler la maladie locale (Shouda et al., 2001). 
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IV / L’APOPTOSE 

A / APPROCHES GENERALES DE L’APOPTOSE 
 

Les processus de mort cellulaire peuvent être programmés ou non. Une mort cellulaire non 

programmée est le résultat d’une exposition de la cellule à un produit toxique ou d’une lésion 

primaire de la membrane externe de la cellule. L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un 

processus physiologique par lequel des cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles disparaissent de 

l’organisme. L’apoptose désigne une séquence d’altérations morphologiques comprenant une 

condensation du cytoplasme et du noyau, une fragmentation de l’ADN, un bourgeonnement de la 

membrane plasmique et une perte de l’asymétrie membranaire, notamment l’externalisation de la 

phosphatidylsérine membranaire. L’apoptose joue un rôle important dans l’embryogénèse, dans les 

changements morphologiques, dans l’homéostasie cellulaire, dans l’atrophie et la réparation des 

tissus et dans la régression des tumeurs. Dans le système immunitaire, l’apoptose joue un rôle 

crucial dans la sélection des lymphocytes T (délétion des lymphocytes T et B auto-immuns) et dans 

la suppression des cellules T lors de la dernière phase de la réponse immunitaire. 

Les travaux sur l’apoptose se sont étendus au développement du nématode Caenorhabditis 

elegans (C. elegans), à la drosophile, puis à l’homme et ont permis de mettre en évidence 

l’existence de deux voies principales d’induction de l’apoptose : la voie intrinsèque ou 

mitochondriale et la voie extrinsèque ou des récepteurs de mort. 

 

1 / Acteurs moléculaires majoritaires de l’apoptose 

 
1.1 / Les caspases 

Les caspases sont des cystéines protéases pouvant intervenir dans le processus de mort 

cellulaire après stimulation des cellules par différents facteurs comme des molécules chimiques, des 

signaux physico-chimiques (UV, rayons gamma) ou la privation en facteurs de croissance. Elles ont 

un rôle primordial dans l’initiation et dans l’exécution de l’apoptose. 

Une autre protéase connue pour avoir la même spécificité que les caspases est le Granzyme B, une 

sérine protéase contenue dans les granules des cellules cytotoxiques qui initie la mort par apoptose 

des cellules cibles. 
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1.1.1 / Structure et activation des caspases 

La première caspase, la caspase-1 ou ICE (interleukin-1β converting enzyme) a été mise en 

évidence chez les mammifères par homologie avec la protéine pro-apoptotique ced-3 identifiée chez 

C. elegans (Miura et al., 1993). Il existe 14 caspases différentes mises en évidence à ce jour. Toutes 

les caspases ont une structure conservée et sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs ou 

zymogènes. Les caspases sont constituées d’un pro-domaine de taille et de séquence variables 

localisé dans la partie amino-terminale de la protéine, d’une grande sous-unité (20 kda) située au 

milieu de la molécule et d’une petite sous-unité (10 kda) localisée dans la partie carboxy-terminale. 

Le domaine N-terminal semble jouer un rôle dans les interactions protéines-protéines et donc dans 

la régulation de l’activation de ces enzymes (Thornberry, 1998) (Figure 10). 

L’activation des caspases passe par le clivage protéolytique de la forme zymogène au niveau 

de deux sites consensus, permettant de couper le pro-domaine et de séparer les deux sous-unités. 

Les caspases peuvent s’autocliver et activer d’autres caspases ou substrats formant alors une 

cascade enzymatique permettant d’amplifier et d’intégrer les signaux pro-apoptotiques (Thornberry, 

1998). Les deux sites consensus diffèrent selon les caspases mais le clivage se fait toujours après la 

liaison Asp-X (Figure 10). Bien que la grande sous-unité contienne le domaine catalytique, son 

activité nécessite la liaison à la petite sous-unité. En effet, les études par cristallographie révèlent 

que les caspases actives sont sous forme de tétramères formés par l’association de deux 

hétérodimères, contenant deux sites catalytiques indépendants (figure 10) (Wilson et al., 1994). 

L’activation des caspases est un évènement précoce se produisant au cours de l’apoptose et 

l’inhibition de ces caspases par des protéines virales ou par des peptides spécifiques empêche 

l’apparition des caractéristiques morphologiques de l’apoptose alors que l’administration de 

caspases recombinantes dans des cellules induit leur mort par apoptose (Thornberry et al., 2000). 

 

1.1.2 / Les différentes classes de caspases 

Toutes les caspases ne sont pas des molécules effectrices du processus de mort. En effet, 

seules les caspases-3, -6, -7 et -14 ayant un pro-domaine court sont directement impliquées dans 

l’exécution de l’apoptose alors que les caspases-2, -8, -9, et -10 à pro-domaines longs sont des 

molécules initiatrices ou régulatrices (Figure 10). Ces dernières fonctionnent comme des molécules 

de signalisation, elles sont en effet recrutées au niveau de complexes protéiques par l’intermédiaire 

de leur pro-domaine et sont capables par autoactivation de transduire le signal et d’activer les 

caspases effectrices. Il est désormais connu que les caspases-8 et -10 sont activées par la voie des 

récepteurs de mort alors que la caspase-9 est activée par la voie apoptotique mitochondriale 

(Amarante-Mendes et Green, 1999 ; Gupta, 2003). Cette différence dans le rôle des caspases est liée 

à la présence de motifs d’interactions protéines-protéines, tels que les domaines DED pour «death 
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effector domain» (caspase-8 et -10) ou CARD pour «caspase recruitement domain» (caspase-1, -2, -

4 et -9) au niveau du pro-domaine. En effet, les caspases-8 et -10 contiennent des DEDs capables de 

se lier à d’autres DEDs présents sur des molécules adaptatrices. Le domaine CARD des caspases-1, 

-2, -4 et -9 leur permet de la même manière de s’associer à d’autres caspases ou à d’autres 

molécules adaptatrices.  

 

Figure 10: Activation des caspases (d’après Amarante-Mendes et Green, 1999)  

 

grande  
sous-unité 

petite  
sous-unité Pro-domaine 

Asp-X Asp-X 

1er clivage des caspases 
initiatrices ou effectrices 

2e clivage 

Asp-X 

homodimérisation 

procaspase 
initiatrice 

(-2, -8, -9, -10) 

caspase mature,  
active 

procaspase effectrice 
(-3, -6, -7, -14) 

Asp-X Asp-
X 

DED 
ou 

CARD 

NH2 COOH 

Substrats 
(DFF40/DFF45, Bid, lamine, 

gelsoline, fodrine, PARP) 



 

 

61 

Certaines caspases comme les caspases-1, -4, -5, -11 et -12 semblent être des caspases 

impliquées dans l’inflammation en induisant la synthèse de cytokines pro-inflammatoirnes. 

L’activation des caspase-1 et -5 se produit à la suite de l’assemblage d’un complexe 

plurimoléculaire appelé « inflammasome » (Martinon et Tschopp, 2004). L’activation de la caspase-

1 entraîne le clivage de la pro-IL-1β en IL-1β mature et l’activation de l’IL-18. La caspase-12 bien 

qu’elle soit une caspase inflammatoire a été récemment décrite comme la caspase médiant 

l’apoptose à partir d’un stress au niveau du réticulum endoplasmique (Oyadomari et al., 2002). 

1.1.3 / Principaux substrats des caspases et conséquences de leur clivage 

Plusieurs substrats des caspases ont été identifiés, notamment des nucléases conduisant à la 

fragmentation de l’ADN. Ces nucléases coupent l’ADN génomique entre les nucléosomes pour 

générer des fragments de 180 paires de bases. Ces nucléases portent le nom de DFF pour facteur de 

fragmentation de l’ADN chez l’homme. Elles existent dans la cellule sous forme de complexe 

inactif parce qu’elles sont liées à une sous-unité inhibitrice. La nucléase DFF40 est complexée à la 

protéine inhibitrice DFF45 chez l’homme et, chez la souris, CAD est complexée à ICAD. 

L’activation de ces nucléases se produit pendant l’apoptose par clivage de la sous-unité inhibitrice 

par la caspase-3 (Figure 10). La nucléase, ainsi libérée, va entraîner la fragmentation de l’ADN 

(Samejima et al., 2001). Toutefois, il apparait que dans certaines formes d’apoptose, cette 

fragmentation internucléosomale de l’ADN soit remplacée par une fragmentation de haut poids 

moléculaire. D’autres substrats des nucléases seraient certains membres de la famille Bcl-2, c’est le 

cas de la protéine Bid clivée et ainsi activée par la caspase-8 dans certaines conditions (Li et al., 

1998) (Figure 10). 

D’autres évènements comme le clivage des lamines par les caspases expliquent la 

condensation nucléaire observée au cours de l’apoptose. La perte de la morphologie cellulaire est 

probablement la conséquence du clivage de protéines du cytosquelette comme la fodrine et la 

gelsoline (Kothakota et al., 1997) (Figure 10). Près de 100 substrats de caspases ont été rapportés 

jusqu’alors indiquant la complexité du phénomène de mort par apoptose. 

Un autre substrat très étudié est la poly (ADP-ribose) polymérase ou PARP (Dantzer et al., 

1999). Cette protéine enzymatique comporte un domaine amino-terminal de liaison à l’ADN. La 

famille PARP est donc constituée des protéines PARP-1 et PARP-2 ayant un rôle majoritaire dans 

la protection du génome, PARP-3 et VPARP jouant un rôle dans le transport cellulaire et enfin de 

tankyrase jouant un rôle dans la réplication du télomère. Dans des conditions normales, l’enzyme 

inactive réside dans le nucléoplasme et, en réponse à des lésions sur l’ADN, PARP est recrutée. Elle 

devient active en se liant à l’ADN et permet alors la réparation de l’ADN en synthétisant de longs 

polymères d’ADP-ribose. La PARP semble jouer un rôle important au cours de l’apoptose ainsi 

qu’au cours de la nécrose. Pendant l’apoptose, la PARP est clivée par des protéases telles que les 
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caspases-3, -7 ou -9, ce qui sépare le domaine de liaison à l’ADN du domaine catalytique et ainsi 

empêche toute autre réparation de l’ADN (D’Amours et al., 1999) (Figure 10). Lorsque l’ADN est 

peu endommagé, la PARP peut réparer l’ADN mais lorsque les lésions sur l’ADN sont sévères, la 

PARP est surexprimée avec une importante déplétion en énergie dans la cellule amenant celle-ci à 

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 leukemia/lymphoma 2-like proteins ») sont des 

régulateurs de l’apoptose. Cette famille, contenant environ 15 membres, peut être divisée en 2 

groupes en fonction de leur activité : les protéines possédant une activité anti-apoptotique et les 

protéines possédant une activité pro-apoptotique. Ces deux groupes diffèrent par leur structure mais 

quatre régions sont communes et conservées, il s’agit des domaines BH pour « Bcl-2 homology ». 

Toutes les protéines de la famille Bcl-2 contiennent un domaine carboxy-terminal hydrophobe 

permettant leur ancrage dans la membrane au niveau de la mitochondrie mais aussi au niveau du 

réticulum endoplasmique et du noyau (Gross et al., 1999) (Figure 11). 

1.2.2 / Régulation des membres de la famille Bcl-2 

Les membres de la famille Bcl-2 sont régulés transcriptionnellement et post-

traductionnellement par des cytokines ou des facteurs de survie ou de mort. Outre les processus de 

dimérisation permettant aux protéines de s’activer (homodimérisation) ou de s’inhiber 

(hétérodimérisation), d’autres phénomènes comme des modifications post-traductionnelles 

(phosphorylations ou protéolyses) permettent de réguler l’activité de certains membres de cette 

famille. 

Une hyperphosphorylation de Bcl-2 semble altérer son activité anti-apoptotique dans 

certaines cellules (Chang et al., 1997). La kinase susceptible de phosphoryler Bcl-2 pourrait être la 

MAP kinase JNK. 

Bad est une protéine pouvant se lier à Bcl-XL et inhiber son activité anti-apoptotique, cette 

liaison n’est permise que si le site de liaison de Bad est déphosphorylé. La protéine Bid pro-

apoptotique est un substrat de la caspase-8 et doit être clivée pour être active. Le fragment C-

terminal généré par la protéolyse peut ainsi s’insérer au niveau de la membrane mitochondriale et 

permettre l’activation de la voie mitochondriale amplifiant ainsi le signal de mort initié par la voie 

des récepteurs (figure 12) (Li et al., 1998 ; Luo et al., 1998). 
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Figure 11 : Les membres de la famille Bcl-2 (d’après Gross et al., 1999) 
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1.2.3 / Mode d’action 

La plupart de ces petites protéines peuvent donc se dimériser, ce qui se produit souvent entre 

protéines pro-apoptotiques et protéines anti-apoptotiques. La régulation de l’apoptose par ces 

protéines résulte par conséquent du niveau d’expression entre protéines pro- ou anti-apoptotiques, 

les cellules exprimant plus de protéines pro-apoptotiques seront sensibles à la mort, les autres seront 

résistantes (Hengartner, 2000). 

La fonction principale de ces régulateurs est de contrôler la libération de facteurs pro-

apoptotiques, comme le cytochrome c, de l’espace intermembranaire mitochondrial vers le cytosol. 

En effet, l’addition de protéines pro-apoptotiques est suffisante pour induire le relargage du 

cytochrome c, alors que l’addition de protéines anti-apoptotiques prévient ce relargage (Gross et al., 

1999).  

Bcl-2 semble être très souvent liée à la membrane mitochondriale alors que d’autres 

protéines comme Bax, Bid, Bad et Bim sont cytosoliques mais se transloquent dans la mitochondrie 

pendant l’apoptose. La translocation de ces protéines est contrôlée par des modifications post-

traductionnelles comme une déphosphorylation pour Bad ou un clivage pour Bid. Bax est 

premièrement transloquée du cytosol vers la mitochondrie, sa conformation est alors modifiée et 

l’externalisation de son domaine amino-terminal permet son oligomérisation ainsi que son insertion 

au niveau de la membrane externe mitochondriale (Jürgensmeier et al., 1998). Cette insertion est en 

effet rapidement suivie par le relargage du cytochrome c. Ces changements dans la conformation de 

Bax semblent être favorisés par l’interaction avec Bid (Eskes et al., 2000) et peuvent être réduits ou 

empêchés par Bcl-2 ou Bcl-XL, ces protéines anti-apoptotiques agissant par liaison directe avec Bax 

(Desagher et al., 1999). Il a été montré que Bcl-2 pouvait en outre empêcher l’activation des 

caspases par Bax sans effet sur le relargage du cytochrome c (Rosse et al., 1998). Les protéines 

anti-apoptotiques pourraient donc agir en aval de la libération du cytochrome c. 

 

2 / Rôle de la mitochondrie dans l’apoptose 

La mitochondrie joue un rôle vital dans la cellule en produisant une grande partie de 

l’énergie dont la cellule a besoin, en participant à l’homéostasie calcique, en maintenant le potentiel 

redox et le pH intracellulaire. Un dysfonctionnement majeur de la mitochondrie peut entraîner 

l’apoptose. La mitochondrie est un organite constitué d’une membrane externe, d’un espace 

transmembranaire, d’une membrane interne et d’une matrice. La membrane interne possède de 

nombreuses protéines comme l’ATP synthase, la chaîne de transport des électrons et le transporteur 

de nucléotide adénylique (ou Adenine Nucleotide Translocator, ANT). Dans des conditions 

physiologiques normales, ces protéines permettent la formation d’un gradient électrochimique (ou 

potentiel membranaire, ∆Ψm) par la chaîne respiratoire. L’espace intermembranaire contient le 
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cytochrome c, certaines procaspases (-2, -3 et -9), les protéines Smac/Diablo, AIF (Apoptosis-

Inducing Factor) et l’endonucléase G. La membrane externe possède un canal anionique voltage-

dépendant (VDAC). La perméabilisation de la membrane externe provoque alors le relargage de 

toutes ces protéines dans le cytoplasme et la perméabilisation de la membrane interne conduit à un 

changement du potentiel membranaire mitochondrial. La libération de cytochrome c est l’une des 

étapes majeures dans l’induction de l’apoptose par la mitochondrie. 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer le relargage de solutés de la mitochondrie 

vers le cytosol, étape correspondant à la phase effectrice de l’apoptose : 

 

2.1 / La théorie de la rupture de la membrane externe mitochondriale 

Le premier modèle implique l’hyperpolarisation de la membrane interne précédant la 

libération du cytochrome c dans certains systèmes. Cette hyperpolarisation résulterait de 

l’incapacité de l’échange entre l’ADP cytosolique et l’ATP mitochondrial (Van der Heiden et al., 

1999). Cet échange est normalement effectué par les canaux anioniques voltage-dépendant ou 

VDAC localisés au niveau de la membrane externe et par le transporteur de nucléotide adénylique 

ou ANT localisé au niveau de la membrane interne. Cette absence d’échange semble empêcher le 

retour des ions H+ vers la matrice et par conséquent contribue à l’hyperpolarisation. Une telle 

augmentation du potentiel membranaire mitochondrial peut être à l’origine du gonflement 

osmotique de la matrice conduisant à la rupture de la membrane externe mitochondriale. 

 

2.2 / Le pore de transition de perméabilité membranaire 

Le pore de transition de perméabilité membranaire ou MPTP est un canal non sélectif de 

« haute conductance » pouvant être formé par l’apposition de protéines transmembranaires résidant 

au niveau de la membrane interne et externe de la mitochondrie (Crompton, 1999). Ce pore est 

principalement formé par l’association de l’ANT, du VDAC et de la cyclophiline D, une protéine de 

la matrice. L’ouverture du pore peut être induite par différents effecteurs physiologiques comme le 

calcium, la diminution de la concentration en adénine nucléotide ou en phosphate inorganique, la 

production de radicaux libres oxygénés ou le changement de pH (Crompton, 1999) ainsi que par la 

présence de la protéine Bax. L’ouverture du pore augmente la perméabilité de la membrane interne 

mitochondriale vis-à-vis de protéines de poids moléculaire inférieur à 1,5 kda. Ceci entraîne une 

dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (proton-dépendant), un déséquilibre chimique 

entre le cytoplasme et la matrice mitochondriale, ainsi qu’un découplage de la phosphorylation 

oxydative, provoquant alors un gonflement osmotique pouvant conduire à la rupture de la 

membrane externe. De plus, les membres de la famille Bcl-2 peuvent réguler l’ouverture du pore : 
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Bcl-2 peut prévenir cette ouverture alors que Bax provoque une chute du potentiel membranaire 

mitochondrial et en favorise l’ouverture (Kroemer et al., 1997 ; Shimizu et al., 1998). 

 

2.3 / La théorie du pore formé par les membres de la famille Bcl-2 

Cependant, plusieurs études divergent quant à la chronologie des évènements, à savoir si 

l’ouverture du pore est la cause ou la conséquence du relargage du cytochrome c. En effet, plusieurs 

travaux ont montré que le relargage du cytochrome c pouvait se produire en absence ou avant la 

chute du potentiel membranaire mitochondrial (Goldstein et al., 2000).  

Un autre mécanisme doit donc permettre le relargage du cytochrome c. Il a été suggéré que 

les protéines de la famille Bcl-2 pouvaient s’insérer, après changement conformationnel, au niveau 

de la membrane externe mitochondriale. Mais le fait qu’un tel canal puisse être assez gros pour 

laisser passer de petites protéines reste à démontrer. Les propriétés des canaux formés par des 

protéines pro- ou anti-apoptotiques diffèrent significativement, ce qui expliquerait leurs effets 

opposés vis-à-vis du cytochrome c (Schlesinger et al., 1997). 

 

3 / Les différentes voies de l’apoptose 

La phase d’initiation de l’apoptose est un phénomène réversible au cours duquel le signal 

apoptotique (intra- ou extra-cellulaire) est transmis à des caspases initiatrices par des molécules 

adaptatrices. Il existe deux principales voies caspases-dépendantes de signalisation de l’apoptose : 

la voie des récepteurs de mort (ou voie extrinsèque) et la voie mitochondriale (ou voie intrinsèque). 

Elles semblent être bien distinctes, cependant la voie des récepteurs de mort peut provoquer 

l’apoptose par la voie mitochondriale grâce à la protéine Bid, membre de la famille Bcl-2. 

Récemment, la voie du réticulum endoplasmique dépendante de la caspase-12 a été mise en 

évidence (Oyadomari et al., 2002). Une autre voie apoptotique caspase-indépendante est initiée par 

la mitochondrie grâce à la libération de l’AIF pour «apoptosis-inducing factor». 

 

3.1 / La voie des récepteurs de mort ou voie extrinsèque 

Les ligands, membres de la famille du TNF, jouent un rôle important dans la prolifération 

cellulaire, la différenciation, l’apoptose, la modulation de la réponse immunitaire et l’induction de 

l’inflammation (Pitti et al., 1996). Seize ligands membres de la famille du TNF ont été identifiés : 

TNFα, FasL, TRAIL (Apo-2L), lymphotoxine α, lymphotoxine β, CD27L, CD30L, CD40L, 

CD137L, OX40L, RANKL, LIGHT, TWEAK, APRIL, TL1 et BAFF. La plupart des ligands sont 

synthétisés sous forme de précurseurs transmembranaires avant que leurs domaines extracellulaires 

soient clivés par des métalloprotéases pour former des formes solubles. Les ligands sont produits 
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sous forme de trimères et se lient à des récepteurs de la famille du récepteur au TNF qui sont des 

protéines transmembranaires caractérisées par un motif extra-cellulaire riche en cystéines et un 

domaine de mort (DD, «Death Domain») intracellulaire. Par conséquent, la mort cellulaire initiée 

par ces ligands requiert la trimérisation des récepteurs. Tous ces ligands n’induisent pas la mort 

cellulaire. En effet, CD27L, CD30L et CD40L sont impliqués dans la survie cellulaire 

contrairement aux ligands TNFα, FasL ou TRAIL.  

La mort induite par les membres de la famille des récepteurs au TNF conduit à l’activation 

de caspases et en est dépendante (Longthorne et Williams, 1997). 

 

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

 
La glycoprotéine Fas (CD95, Apo-1) est un récepteur transmembranaire constitutivement 

exprimé dans les lymphocytes et à la surface de nombreux types cellulaires. La protéine ligand 

transmembranaire, FasL (CD95L, Apo-1L) peut être libérée de la surface cellulaire par des 

métalloprotéases et, ainsi soluble, elle peut se lier au récepteur Fas (Tanaka et al., 1995). Les étapes 

de la voie apoptotique médiée par Fas sont représentées sur la Figure 12. La liaison du ligand à son 

récepteur entraîne une trimérisation des récepteurs. Le domaine cytoplasmique de Fas ne possède 

pas d’activité enzymatique intrinsèque mais contient un domaine de mort de 80 acides aminés (DD) 

permettant à une protéine adaptatrice, Fas-associated death domain (FADD), d’interagir. FADD 

possède également en plus de son «DD» un domaine effecteur de mort (ou «Death Effector 

Domain», DED) lui permettant de lier la procaspase-8 (ou Flice pour « FADD-like ICE ») ou la 

procaspase-10. La formation de ce complexe appelé DISC pour «Death-inducing Signaling 

Complex» initie l’activation enzymatique de l’apoptose. La caspase-8 active est libérée du 

complexe et va activer d’autres procaspases comme la procaspase-3, caspase effectrice de 

l’apoptose induisant l’activation de différents substrats à l’origine des modifications cellulaires 

caractéristiques de l’apoptose (Gupta, 2003). 
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3.1.2 / La voie TNF-TNF-R 

 
� La voie des récepteurs TNF-RI et II 
 

Le TNF-α agit en se liant aux récepteurs de type I et II (TNF-RI et TNF-RII) et active 

plusieurs voies de signalisation. Les deux récepteurs sont des récepteurs transmembranaires qui 

diffèrent par leur partie cytoplasmique, TNF-RI possédant un domaine DD contrairement à TNF-

RII. Ces deux récepteurs peuvent induire un signal de survie cellulaire mais TNF-RI peut également 

provoquer un signal de mort par son domaine DD. La liaison du TNF à son récepteur peut aussi 

bien conduire à l’activation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 (anti-apoptotiques) qu’à 

l’apoptose (Gupta, 2003) (Figure 12). 

La fixation du TNFα provoque une trimérisation de TNF-RI permettant la liaison de la 

protéine adaptatrice TRADD pour « TNF-R associated death domain ». Celle-ci va à son tour 

recruter FADD par son domaine DD. De la même façon que lors de l’apoptose induite par le 

récepteur Fas, la caspase-8 ou -10 va être activée par l’apoptosome TNF-RI/TRADD/FADD afin 

d’agir sur les caspases effectrices -3, -6 et -7 (Figure 12). 

Mais, TNF-RI peut également activer une voie indépendante de FADD via la protéine RIP 

(« receptor interacting protein »), cette voie étant moins fréquente que la voie dépendante de 

FADD. TRADD possède un domaine DD qui peut s’associer à la protéine RIP. Cette dernière 

s’associe à la protéine RAIDD («RIPK1 Domain containing Adapter with DD») qui possède un 

domaine CARD («caspase recruitement domain»), domaine également présent sur les caspases-2, -3 

et -9. Bien que l’activation des caspases-8 et -10 soit dépendante de FADD, l’activation de la 

caspase-2 est indépendante de FADD et se fait grâce à l’apoptosome TNF-RI/TRADD/RIP/RAIDD 

(Karin et Lin, 2002) (Figure 12).  

Le TNFα peut également induire un signal de survie cellulaire grâce à deux types de 

protéines adaptatrices, TRAF-2 («TNF-R-associated factor-2») et RIP. TRAF-2 et RIP induisent la 

survie cellulaire par l’activation des voies MAP kinase et NF-κB respectivement. NF-κB est 

souvent décrit comme un facteur répresseur de l’apoptose alors que les MAPKs peuvent aussi bien 

inhiber qu’induire l’apoptose.  

Le récepteur TNF-RII ne possède pas de domaine DD cytoplasmique mais la liaison du 

TNF-α à TNF-RII conduit à l’interaction de TRAF-1 et -2 au domaine de TNF-RII cytoplasmique. 

Il a été rapporté que TNF-RII jouait un rôle important dans la régulation de l’apoptose médiée par 

TNF-RI (Declercq et al., 1998). 
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� La voie des récepteurs TRAIL (Apo-2L) 

Les ligands TRAIL («tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand» ou Apo2L) 

sont des protéines transmembranaires, pouvant former des trimères. L’interaction entre TRAIL et 

les récepteurs TRAIL-R1 (DR4) et/ou TRAIL-R2 (DR5, Apo-2, TRICK2, Killer) induit rapidement 

la mort cellulaire dans les cellules cibles qui sont principalement des cellules tumorales (Pitti et al., 

1996). Les ligands TRAIL et leurs récepteurs sont exprimés de façon constitutive dans beaucoup de 

tissus (Pitti et al., 1996), ce qui suppose l’existence d’un mécanisme de contrôle de l’apoptose 

induite par TRAIL. La liaison du ligand au récepteur permet l’interaction de ce complexe avec des 

protéines adaptatrices comme FADD décrite auparavant ou TRADD.  

 

 

Figure 12 : La voie des récepteurs de mort (d’après Gupta, 2003). 
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Le déroulement de la signalisation induite par les récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 se 

rapproche de celle induite par la voie FasL/Fas (Figure 12). Trois autres récepteurs appartenant à la 

famille des récepteurs de TRAIL ont été identifiés : TRAIL-R3 (DcR1, TRID, LIT), TRAIL-R4 

(DcR2, TRUNDD) et l’ostéoprotégérine (OPG). Ils fonctionnent comme modulateurs interférant 

avec l’activité des récepteurs de mort car ils ne possèdent pas de domaine propre 

intracytoplasmique ; pour cette raison, ils sont considérés comme étant non-apoptotiques et 

représentent un mécanisme de contrôle de l’apoptose induite par TRAIL (Figure 12). 

L’ostéoprotégérine a été récemment décrit comme étant un récepteur soluble pouvant se lier à 

TRAIL et inhiber son action (Emery et al., 1998). 

 

3.1.3 / Régulation de la voie apoptotique médiée par les récepteurs 

 
L’apoptose médiée par cette voie est régulée notamment au niveau de l’assemblage du 

complexe DISC ou au niveau de son activité. La protéine FLIP ou «Flice-inhibitory protein» est une 

isoforme de la caspase-8. Elle agit en entrant en compétition avec les caspases-8 et -10 et en 

empêchant leur recrutement au niveau du DISC avec blocage de l’apoptose (Krueger et al., 2001) 

(Figure 12). De plus, il a été montré que FLIP pouvait induire l’activation du facteur de 

transcription NF-κB ainsi que la voie de signalisation impliquant ERK (« extracellular signal-

regulated protein kinase ») (Kataoka et al., 2000). Par conséquent ces protéines agissent comme des 

protéines anti-apoptotiques. 

Un autre type de régulation se fait au niveau du récepteur lui-même. En effet, la plupart des 

récepteurs du TNF existent également sous forme soluble, qui entrent donc en compétition vis-à-vis 

de la forme transmembranaire du récepteur avec le ligand, bloquant ainsi le recrutement de 

protéines adaptatrices et par conséquent l’activation des procaspases initiatrices.  

 

3.1.4 / Amplification de la voie des récepteurs de mort 

 
La voie classique des récepteurs de mort se produit dans les cellules exprimant la 

procaspase-8 de façon importante, mais dans les autres types cellulaires, cette voie doit être 

amplifiée par la voie mitochondriale grâce au recrutement de la protéine Bid par la caspase-8 

(Figure 12). En effet, la caspase-8 clive Bid, un membre de la famille Bcl-2, au niveau N-terminal 

permettant l’exposition de son domaine BH3. L’exposition du domaine BH3 permet à Bid de 

s’insérer dans la membrane mitochondriale et de se lier à Bax ou à d’autres protéines pro-

apoptotiques. Bid provoque ainsi la libération du cytochrome c induisant l’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 les deux voies a été identifiée. Il s’agit de la protéine BAR 

(« bifunctional apoptosis regulator »), protéine régulatrice capable de s’associer aux molécules anti-

apoptotiques Bcl-2/Bcl-XL par un domaine SAM (« sterile alpha motif ») ainsi qu’à la caspase-8 par 

le domaine DED (Zhang et al., 2000). 

 

3.2 / La voie mitochondriale ou voie intrinsèque 

3.2.1 / La voie mitochondriale dépendante des caspases 

De nombreux stimuli, comme les agents thérapeutiques, les radiations UV, les molécules du 

stress, le manque de facteurs de croissance, semblent induire l’apoptose par la voie mitochondriale. 

 

� Le cytochrome c 

Le cytochrome c est l’une des étapes majeures de l’induction de l’apoptose par la voie 

mitochondriale. Il est importé dans la mitochondrie où il subit une maturation. La protéine devenue 

globulaire se lie à un hème. Le cytochrome c est séquestré au niveau de l’espace intermembranaire 

mitochondrial où il exerce sa fonction physiologique de transporteur d’électrons (Ravagnan et al., 

2002). Or, le cytochrome c est nécessaire à la formation de l’apoptosome et à l’activation de la 

caspase-3.  

Dans la majorité des cas, la libération du cytochrome c est dépendante de l’activité des 

caspases (Bossy-Wetzel et al., 1998). Le mécanisme par lequel le cytochrome c est relargué, ainsi 

que sa cinétique de libération a été le sujet de nombreuses controverses. Le relargage du 

cytochrome c semble être dépendant de la présence de Bax ou Bak dans la membrane externe 

mitochondriale. Le relargage du cytochrome c pourrait se faire avant la chute du potentiel 

membranaire mitochondrial (∆Ψm) ou simultanément.  

 

� La protéine Apaf-1 

Apaf-1 est une protéine d’environ 130 kDa comprenant un domaine CARD dans la partie 

amino-terminale et un domaine C-terminal contenant plusieurs répétitions WD-40 impliquées dans 

les interactions protéines-protéines (Cain et al., 2002). Les répétitions WD-40 sont nécessaires à la 

liaison au cytochrome c mais ne sont pas suffisantes. Le domaine WD joue également un rôle 

important dans le recrutement de la procaspase-3. Le domaine CARD d’Apaf-1 n’est pas exposé 

dans des conditions normales et ne peut donc pas interagir avec la caspase-9 ; en revanche en 

présence d’ATP et de cytochrome c, Apaf-1 change de conformation et peut interagir avec la 

caspase-9 grâce à l’exposition de CARD (Li et al., 1997) (Figure 13). La partie centrale d’Apaf-1 
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possède un domaine semblable à un domaine ATPase et l’hydrolyse de l’ATP paraît être nécessaire 

à la formation de l’apoptosome (Hu et al., 1999).  

 

  

 

Figure 13 : La voie mitochondriale (d’après Ravagnan et al., 2002). 
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� La formation de l’apoptosome 

L’apoptosome impliqué dans l’apoptose induite par la mitochondrie est constitué d’Apaf-1, 

du cytochrome c et de la procaspase-9 (Figure 13). Apaf-1 s’associe à la procaspase-9 et à deux 

molécules de cytochrome c (Cain et al., 2001). La concentration de K+ intracellulaire 

(physiologique) abolit en temps normal l’activation des caspases en inhibant la formation de 

l’apoptosome mais cette inhibition peut être levée en présence d’une grande quantité de cytochrome 

c (Cain et al., 2001). Le cytochrome c facilite la liaison de l’ATP à Apaf-1 probablement en 

favorisant l’exposition du domaine de liaison par changement de la conformation de Apaf-1.  

 

� Les protéines inhibitrices de l’apoptose ou IAPs 

Les IAPs sont des protéines qui inhibent la mort cellulaire en empêchant le clivage des 

caspases (Fesik et Shi, 2001) (Figure 13). Les IAPs sont constituées d’un ou plusieurs domaines 

BIR pour «baculoviral IAP repeat» indispensables à leur activité anti-apoptotique puisqu’ils 

permettent la liaison aux caspases. Chaque domaine BIR possède des fonctions distinctes et une 

spécificité de liaison aux caspases. XIAP (X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein) est 

une des molécules les mieux connues de cette famille ; elle peut inhiber l’activation de la caspase-9 

initiatrice ainsi que celle des caspases effectrices -3 et -7. En effet, elle peut se lier à la caspase-9 

active et l’empêcher d’agir sur la procaspase-3 ou encore séquestrer la procaspase-3 au niveau de 

l’apoptosome par simple liaison, ce qui bloque la voie apoptotique. Les IAPs peuvent elles-mêmes 

être régulées de manière négative.  

Smac (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase) et son homologue DIABLO 

(Direct IAP Binding protein with Low pI) sont des protéines identifiées récemment, qui bloquent 

l’activité anti-apoptotique des IAPs (Du et al., 2000 ; Verhagen et al., 2000 ; Srinivasula et al., 

2001) (Figure 13). 

XAF-1 («XIAP associated factor 1») est une autre protéine capable d’activer les caspases en 

inhibant les IAPs (Figure 13). Contrairement à Smac/DIABLO, c’est une protéine nucléaire active 

en permanence se liant à XIAP et la séquestrant dans le noyau, la cellule devient alors plus sensible 

à un signal de mort.  

Récemment, la protéine Omi/HtrA2 (hight temperature requirement protein A2) a été 

identifiée comme étant une nouvelle protéine inhibitrice des IAPs (Martins et al., 2002) (Figure 13). 

Dans les cellules normales humaines, HtrA2 est confinée dans l’espace intermembranaire 

mitochondrial. Mais sous induction apoptotique avec différents agents, elle est relarguée dans le 

cytosol et se lie aux IAPs comme XIAP de la même façon que Smac/DIABLO facilitant ainsi 

l’activation des caspases.  
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3.2.3 / La voie mitochondriale indépendante des caspases 

Plusieurs protéines contenues dans l’espace intermembranaire peuvent induire l’apoptose 

directement sans activation des caspases. C’est le cas du facteur d’induction apoptotique (AIF) et de 

l’endonucléase G (endo G) qui, une fois libérés de la mitochondrie, sont transloqués dans le noyau 

provoquant une condensation de la chromatine et une coupure de l’ADN générant de larges 

fragments d’ADN (Figure 13). 

 

� La protéine AIF 

L’AIF est une flavoprotéine (Lorenzo et al., 1999). Le précurseur de l’AIF est synthétisé 

dans le cytoplasme puis importé dans la mitochondrie (Susin et al., 1999). Une fois dans l’espace 

intermembranaire, la protéine AIF est clivée et change de conformation tout en incorporant le 

groupement prosthétique FAD («Flavin Adenin Dinucleotide»). Après exposition de la cellule à un 

stimulus pro-apoptotique, l’AIF se transloque de l’espace intermembranaire vers le cytosol puis 

vers le noyau. Le phénomène par lequel l’AIF se transloque vers le cytosol est encore inconnu.  

Les effets de l’AIF en tant que molécule apoptogène ont été étudiés aussi bien in vitro qu’in 

vivo. In vitro, il a été montré que l’AIF générait une condensation périphérique de la chromatine 

ainsi qu’une fragmentation de l’ADN en larges fragments de 50 kpb, ceci par interaction directe 

avec l’ADN sans spécificité de séquence (Ye et al., 2002). Cette interaction peut être modulée par 

le niveau de translocation dans le noyau. De plus, l’AIF provoque en présence d’extraits 

cytosoliques une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et par conséquent la 

libération du cytochrome c et de la procaspase-9 (Susin et al., 1999). Les effets de l’AIF sont abolis 

par la surexpression de Bcl-2 et sont les mêmes dans des cellules ayant ou non des activités 

caspases : l’AIF agit donc indépendamment des caspases. 

L’AIF est inhibé par une protéine endogène, Hsp70 (Ravagnan et al., 2001). Beaucoup 

d’évènements concernant l’AIF sont encore inconnus, notamment son mode d’action sur l’ADN, 

son activité d’oxydoréductase, la transduction du signal permettant sa libération. La condensation 

de l’ADN observée lors de l’apoptose pourrait être expliquée par l’interaction directe de l’AIF sur 

l’ADN. En effet, cette interaction pourrait modifier la structure de la chromatine et favoriser 

l’action des nucléases comme la topoisomérase II ou la cyclophiline qui génèrent elles aussi des 

fragments de 50 kpb similaires à ceux obtenus après induction de l’AIF.  
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� L’endonucléase G 

L’endonucléase G est une nucléase mitochondriale non-spécifique (Li et al., 2001). Pendant 

l’apoptose, l’endonucléase G est relarguée de la mitochondrie et transloquée dans le noyau. Elle 

digère l’ADN en l’absence d’activité caspase et en l’absence de la nucléase caspase-dépendante 

DFF/CAD (van Loo et al., 2001). L’endonucléase G pourrait agir avec l’exonucléase et la DNase I 

dans le noyau pour générer les fragments d’ADN de haut poids moléculaire, mais elle peut 

également générer des fragments oligonucléosomiques. 

 

3.3 / La voie du reticulum endoplasmique 

Différentes fonctions importantes pour la cellule comme les modifications post-

traductionnelles, l’assemblage et la conformation des protéines nouvellement synthétisées, se font 

dans le réticulum endoplasmique (RE) mais celui-ci sert également de réserve de calcium cellulaire. 

Ces fonctions sont vitales pour la survie de la cellule et la moindre modification altérant une de ses 

fonctions entraîne des dommages cellulaires irréversibles et conduit à l’apoptose. Plusieurs 

conditions peuvent conduire à un « stress du RE », comme l’inhibition de la glycosylation des 

protéines, la diminution de la formation des liaisons disulfides, la déplétion du calcium contenu 

dans le lumen du RE, les altérations du transport des protéines du RE vers l’appareil de Golgi, 

l’expression de protéines anormalement conformées. Une voie de signalisation contrôle 

l’accumulation de ces dernières au niveau du RE (Oyadomari et al., 2002). 

Plusieurs voies apoptotiques peuvent être induites après un stress du RE. La première est 

l’induction transcriptionnelle de CHOP (pour «C/EBP homologus protein», nommée également 

Gadd153), un membre de la famille des facteurs de transcription C/EBP (Ron et Habener, 1992). 

CHOP est peu ou pas exprimé dans des conditions physiologiques normales et est fortement induit 

en réponse à un stress du réticulum. Sa surexpression conduit à un arrêt de la croissance cellulaire et 

à l’apoptose (Gotoh et al., 2002). Il a été décrit que CHOP diminuait l’expression de la protéine 

Bcl-2 et augmentait la concentration intracellulaire de protons et la production de radicaux libres 

(McCullough et al., 2001). La seconde voie d’induction de l’apoptose met en jeu la voie de 

transduction JUN-kinase (JNK). L’activation de la caspase-12 est la troisième voie apoptotique 

induite par un stress du RE. La caspase-12 est localisée au niveau de la membrane du RE côté 

cytosolique et est activée par un stress au niveau du RE. Son activation conduit à l’apoptose. Il 

semblerait que JNK agisse comme partenaire dans l’activation de la caspase-12 (Oyadomari et al., 

2002). 
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4 / Le rôle de NF-κB dans l’apoptose 

 
Le facteur NF-κB est également un médiateur clé de l’induction de gènes impliqués dans le 

contrôle de la prolifération cellulaire et de l’apoptose (Barkett et Gilmore, 1999) (Figure 8). NF-κB 

a été décrit comme un inhibiteur de l’apoptose principalement induite par le TNFα (Baldwin, 

1996). De plus, il a été montré qu’IKKβ était indispensable pour la survie cellulaire (Li et al., 

1999). Les gènes codant pour les IAPs, pour FLAP, TRAF-1 et TRAF-2 et pour des homologues de 

Bcl-2 sont des gènes anti-apoptotiques directement activés par NF-κB. En activant les IAPs, NF-κB 

empêche l’activation des caspases mais il peut aussi induire l’expression de membres de la famille 

Bcl-2 comme Bcl-XL qui est anti-apoptotique ou inhiber l’expression de Bax pro-apoptotique 

(Bentires-Alj et al., 2001).  

Inversement, une activation de Hsp70 par l’arsenite diminue l’apoptose dans les cellules 

endothéliales. Cette activation de Hsp70 semble être liée à une diminution de l’activation de NF-

κB. Ceci suggère que NF-κB activé puisse aussi être pro-apoptotique (DeMeester et al., 1997). 

Ryan et al. (2000) ont montré que l’activation de NF-κB était essentielle pour que p53 induise 

l’apoptose. En effet, l’inhibition de l’activité de NF-κB est corrélée à une absence d’apoptose 

normalement induite par p53. 

 

5 / Le rôle de p53 dans l’apoptose 

p53 est une nucléoprotéine, surnommée le gardien du génome car elle a la tâche de bloquer 

la prolifération cellulaire si l’ADN de la cellule est endommagé ou modifié. Elle peut réguler une 

grande variété de gènes en s’associant de façon sélective à différents facteurs de transcription 

(Bargonetti et al., 2002). L’apoptose médiée par p53 est induite par des lésions sur l’ADN, 

l’hypoxie ou le manque de facteurs de croissance. La protéine p53 peut inhiber la transcription de 

gènes anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-XL ou induire des gènes pro-apoptotiques comme Bax, 

Fas et Fas-L (Bargonetti et al., 2002). Mais dans la plupart des cas, son implication dans l’apoptose 

semble être indépendante de son activité transcriptionnelle (Caelles et al., 1994). Elle peut induire 

l’apoptose en augmentant la production de radicaux libres au niveau de la mitochondrie. Après une 

hypoxie ou l’induction de lésions sur l’ADN, p53 est transférée dans la mitochondrie et ce transfert 

précède le relargage de cytochrome c et l’activation de la procaspase-3 (Marchenko et al., 2000). De 

plus, Mihara et al. (2003) ont montré qu’elle pouvait induire la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe en formant un complexe avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-

XL. Ainsi, p53 interviendrait dans l’apoptose mitochondriale. 
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6 / Le rôle de COX-2 dans l’apoptose 

La COX-2 aurait plutôt un rôle anti-apoptotique. En effet, plusieurs travaux sur différentes 

lignées cancéreuses ont montré une surexpression de COX-2 et une inhibition de l’apoptose (Tsujii 

et al., 1995). En effet, les PGs rendent les cellules épithéliales et hépatocytaires résistantes à 

l’induction de l’apoptose (Tsujii et al., 1995 ; Kroll et al., 1998). PGE2 induit l’expression de la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellules cancéreuses coliques (Sheng et al., 1998). L’acide 

arachidonique (AA) exogène en quantité importante peut provoquer l’apoptose, indépendamment 

de la formation de PGs. Il est possible que COX-2 surexprimée puisse réduire la quantité d’AA et 

ainsi prévenir l’apoptose (Surette et al., 1999). 

Le NS-398, un inhibiteur sélectif de COX-2, réduit la prolifération cellulaire et induit 

l’apoptose dans les cellules d’hépatocarcinome (Cheng et al., 2002). Cependant, l’indométacine 

pourrait exercer une activité anti-proliférative de façon indépendante de COX-2 (Smith et al., 

2000a). Dans les cellules d’ostéosarcome, le NS-398 à faibles concentrations augmente l’apoptose 

sans moduler l’expression de COX-2. Par contre, à fortes concentrations, il induit COX-2 et 

diminue le taux de cellules apoptotiques (Moalic et al., 2001b). Récemment, Wu et al. (2003) ont 

montré que l’inhibition de la prolifération des cellules de carcinomes et l’induction de l’apoptose 

par le celecoxib passaient par un mécanisme dépendant de COX-2. Cependant, une autre étude 

montre que le celecoxib induit l’apoptose par la voie mitochondriale indépendamment de sa 

capacité à inhiber COX-2 (Jendrossek et al., 2003). Dans les cultures de synoviocytes 

fibroblastiques de PR, le celecoxib induit l’apoptose de façon dose-dépendante (Kusunoki et al., 

2002). Cet effet pro-apoptotique est indépendant de COX-2 et des récepteurs de proliférateurs de 

péroxisomes (PPARs), en l’occurrence PPAR-γ. Les AINS comparateurs, indométacine, rofecoxib, 

étodolac, méloxicam, nimésulide n’ont pas d’effet sur l’apoptose même à fortes doses. Ainsi les 

AINS pourraient exercer une activité pro-apoptotique par différents mécanismes dépendants ou non 

de COX-2. 

Les PGs peuvent stimuler des récepteurs de surface comme les récepteurs EP de la PGE2. 

Elles peuvent aussi agir, notamment les PGA, D et J, sur les récepteurs nucléaires PPARs. Les 

PPARs sont des facteurs de transcription activés par les complexes récepteur/ligand hormonaux 

nucléaires, qui comportent les récepteurs aux stéroïdes, aux hormones thyroïdiennes, à la vitamine 

D. Les PPARs se lient à l’élément de réponse proliférateur de péroxisomes (PPRE). Ils sont 

exprimés dans les macrophages, les lymphocytes T, les synoviocytes, chondrocytes et ostéoclastes 

(Fahmi et al., 2002 ; Kawahito et al., 2000). Or, les AINS pourraient agir par l’intermédiaire des 

PPARs. En effet, l’indométacine qui inhibe la prolifération des cellules cancéreuses 

indépendamment de COX-2, active les récepteurs PPARs et induit l’apoptose (Lehmann et al., 

1997). Dans ce sens, Yang et Frucht (2001) ont montré que l’activation des PPARs inhibait 
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l’expression de COX-2 et induisait l’apoptose dans les cellules de cancer du colon. L’indométacine 

et le diclofénac induisent l’apoptose des synoviocytes fibroblastiques de PR en association avec 

l’activation de PPAR-γ (Yamazaki et al., 2002). Kawahito et al. (2000) ont montré que des ligands 

de PPAR-γ (15-deoxy-∆12,14-PGJ2 et la thiazolidine) étaient capables d’induire l’apoptose des 

synoviocytes de PR in vitro et de diminuer in vivo la formation du pannus synovial dans l’arthrite à 

l’adjuvant chez le rat. 

 

B / POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET APOPTOSE 
 

Dans la PR, le tissu synovial devient hyperplasique avec une multiplication des cellules 

synoviales, une infiltration de cellules de l’inflammation lymphocytes et macrophages et une 

néovascularisation. Les synoviocytes fibroblastiques ont des caractéristiques pseudo-néoplasiques 

avec une tendance à l’invasion et l’expression de proto-oncogènes (Palmer et al., 1995). 

L’hypothèse avancée pour expliquer cette hyperplasie synoviale est un déséquilibre entre 

prolifération cellulaire et apoptose avec probablement un défaut des phénomènes d’apoptose.  

 

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

Les macrophages du tissu synovial de PR expriment à la fois Fas et FasL (Perlman et al., 

2001). Fas est également exprimé par d’autres cellules comme les synoviocytes fibroblastiques et 

les lymphocytes. Cependant, les synoviocytes sont résistants à l’apoptose médiée par Fas. Les 

cytokines majeures intervenant dans la physiopathologie de la PR sont capables d’inhiber 

l’apoptose médiée par Fas in vitro dans les cellules synoviales (Wakisaka et al., 1998). Cette 

résistance à l’apoptose pourrait s’expliquer par une augmentation de l’inhibition de la voie Fas/FasL 

exercée par la protéine Flip anti-apoptotique. Flip est d’ailleurs exprimée de façon plus importante 

dans le tissu synovial de PR comparé à celui d’arthrose (Perlman et al., 2001). Flip a été mise en 

évidence par immunofluorescence dans les macrophages et les synoviocytes fibroblastiques. 

L’ARNm de Flip est détecté par hybridation in situ dans le tissu synovial, notamment au site 

d’érosion du cartilage (Schedel et al., 2002). Après stimulation par le TNF-α, l’expression de 

l’ARNm de Flip et le taux de protéine sont augmentés dans les synoviocytes fibroblastiques de PR 

(Chen et al., 2002).  

Inversement, les biothérapies par anti-TNF-α (infliximab et etanercept) restaurent les 

phénomènes d’apoptose (Catrina et al., 2005).  
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En ce qui concerne la voie de TRAIL, il semblerait qu’elle soit absente puisque TRAIL et 

ses récepteurs R1, R2 et R4 ne sont pas détectables par cytométrie de flux dans les lymphocytes et 

les synoviocytes fibroblastiques de PR (Perlman et al., 2003). 

 

2 / Rôle de NF-κB 

NF-κB joue un rôle très important dans la physiopathologie de la PR en régulant la 

production de cytokines pro-inflammatoires. Il intervient également dans l’apoptose en favorisant la 

production de molécules anti-apoptotiques comme Flip, XIAP (membre des protéines inhibitrices 

de l’apoptose) et A1 (membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2) (Liu et al., 2003 ; Bai et al., 

2004). L’inhibition de l’activation de NF-κB sensibilise les synoviocytes fibroblastiques de PR à 

l’apoptose induite par le TNF-α (Yamasaki et al., 2001 ; Youn et al., 2002). 

 

3 / Rôle des membres de la famille Bcl-2 

Concernant la voie mitochondriale de l’apoptose et les membres de la famille Bcl-2, il 

semble exister dans la PR une balance en faveur des membres anti-apoptotiques. Ainsi, Bcl-2 est 

exprimé de façon plus importante dans le tissu synovial de PR comparé à celui d’arthrose, tout 

particulièrement dans les synoviocytes fibroblastiques CD68 - (Perlman et al., 2000). La stimulation 

par l’IL-15, une cytokine pro-inflammatoire intervenant dans la physiopathologie de la PR, 

augmente l’expression de l’ARNm de Bcl-XL dans les synoviocytes fibroblastiques et inversement 

l’inhibition de la production endogène d’IL-15 supprime l’expression des ARNm de Bcl-2 et Bcl-

XL et entraîne l’apoptose (Kurowska et al., 2002). Dans un modèle expérimental animal de PR, 

l’étoposide, qui induit l’apoptose par dysfonctionnement mitochondrial, prévient l’arthrite au 

collagène (Verdrengh et al., 2002). 

 

4 / Rôle de p53 

p53 intervient dans le contrôle du cycle cellulaire et dans l’apoptose. Elle est surexprimée 

dans le tissu synovial de PR (Firestein et al., 1996 ; Salvador et al., 2005). Cependant, des mutations 

de p53 ont été mises en évidence notamment dans la couche bordante du tissu synovial (Yamanishi 

et al., 2002). L’analyse des différents types de mutations de p53 est en faveur de lésions de l’ADN 

secondaires à un stress oxydatif. Ainsi, le stress oxydatif pourrait entraîner des mutations de p53 et 

ainsi protéger les cellules contre l’apoptose. Dans un modèle expérimental d’arthrite chez le lapin, 

l’injection intra-articulaire d’un vecteur viral exprimant p53 induit l’apoptose dans le tissu synovial 

et réduit l’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 à l’activation d’Akt-1 qui induit elle-même une 

résistance à l’apoptose par différents mécanismes. Akt-1 est une sérine/thréonine kinase et peut 

inhiber l’apoptose en phosphorylant Bad entraînant ainsi une inactivation de l’effet inhibiteur de 

Bad sur Bcl-XL, et donc le maintien de l’intégrité mitochondriale. Akt-1 entraîne également une 

diminution de l’expression de FasL (Liu et al., 2003). L’inhibition de l’activation d’Akt-1 rend les 

synoviocytes fibroblastiques de PR sensibles à l’apoptose induite par le TNF-α (Zhang et al., 2001). 

Il en est de même des macrophages provenant du liquide synovial de PR où l’apoptose peut être 

induite par l’inhibition de la voie PI-3K (Perlman et al., 2001).  

STAT-3, qui intervient dans la transduction du signal de l’IL-6, aurait également un rôle dans la 

protection contre l’apoptose observée dans la PR (Liu et al., 2003). 

 

 

V / LE LEFLUNOMIDE 

Le léflunomide (LEF) est un dérivé isoxazole synthétique (N-[4-trifluoro-méthyl-phényl]-5-

méthylisoxazol-4-carboxamide). Il s’agit d’un agent immunomodulateur utilisé dans le traitement 

de fond de la PR, commercialisé sous le nom d’Arava. Le léflunomide est une prodrogue qui est 

transformée rapidement, par un métabolisme de premier passage au niveau de la paroi intestinale et 

du foie, en son métabolite actif, nommé le A77 1726, responsable de la quasi totalité de ses effets 

pharmacologiques. Le LEF répond à la définition de DMARD pour « Disease Modifying 

AntiRheumatic Drug », avec une amélioration des signes et symptômes de la maladie maintenue à 5 

ans, une amélioration de la fonction et enfin une diminution des dommages structuraux comparé au 

placebo (Osiri et al., 2003 ; Kalden et al., 2003). 

Le LEF et son métabolite A77 1726 inhibent la dihydroorotate déshydrogénase (DHODH), 

une enzyme clé de la voie de biosynthèse de novo de pyrimidine dans les cellules à division rapide, 

comme les lymphocytes activés, aboutissant à l’arrêt réversible du cycle cellulaire (Fox et al., 

1998 ; Rückemann et al., 1998). Bien que le mécanisme d’action exact du LEF dans la PR ne soit 

pas connu, il semblerait avoir plusieurs sites d’action. 

Outre son action de blocage de la prolifération des lymphocytes T activés, le LEF, in vitro, 

diminue l’expression par les monocytes de molécules d’adhésion et leur migration trans-

endothéliale (Grisar et al., 2004). Ainsi, il pourrait diminuer la migration cellulaire vers le site 

inflammatoire articulaire. Les études IRM in vivo vont dans le même sens puisqu’il existe chez les 

patients atteints de PR traités par LEF une diminution de la cellularité synoviale (Reece et al., 

2002). Le léflunomide modifie le phénotype et les fonctions des cellules dendritiques de façon 
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indépendante de son activité anti-métabolite (Kirsch et al., 2005). En effet, le léflunomide altère la 

maturation des cellules dendritiques et leur capacité à stimuler la prolifération des cellules T. Ces 

effets sont associés à une diminution de l’expression à la surface des cellules dendritiques de 

certaines molécules de costimulation (CD40 et CD80) et une inhibition de la production de 

cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et TNF-α). Ceci pourrait être particulièrement intéressant car 

les cellules dendritiques ont un rôle central dans la présentation de l’antigène aux cellules T à 

l’origine du processus pathologique de la PR. Cette modification de phénotype des cellules 

dendritiques pourrait entraîner une tolérance vis-à-vis des antigènes potentiels impliqués dans le 

déclenchement de la maladie (Van Parijs et al., 1997 ; Penna et al., 2000). L’A77 1726 diminue la 

production de PGE2 dans plusieurs modèles in vivo et in vitro, notamment dans les cultures de 

cellules synoviales (Curnock et al., 1997 ; Burger et al., 2003). Il inhibe l’activité de COX-1 et 

COX-2 dans le modèle sur sang total humain et diminue la production de protéine COX-2 

uniquement à forte dose (>300 µg/ml) (Hamilton et al., 1999). Le LEF est un puissant inhibiteur de 

l’activation de NF-κB induite par différents stimuli inflammatoires. Notamment, il bloque les 

réponses cellulaires induites par le TNF-α dans les lymphocytes T (Manna et al.,1999 ; Manna et 

al., 2000). Ces effets inhibiteurs du LEF sur la transmission du signal intracellulaire du TNF sont 

complètement supprimés par l’uridine, soulignant le rôle clé de la biosynthèse de pyrimidine dans 

les réponses cellulaires médiées par le TNF. Les tyrosine kinases sont d’autres cibles du 

léflunomide comme celles de la famille Src et JAK3 dans les cellules B et T activées (Xu et al., 

1995). Plusieurs études ont montré l’action inhibitrice du LEF sur la production de métalloprotéases 

MMP-1, MMP-3 et MMP-13 (Kraan et al., 2000 ; Burger et al., 2003 ; Elkayam et al., 2003 ; Migita 

et al., 2004) et de molécules d’adhésion comme ICAM-1 et VCAM-1 (Kraan et al., 2000 ; Cutolo et 

al., 2003). Le NO participe aussi à la destruction tissulaire dans la PR. L’A77 1726 diminue la 

production de NO et l’expression de l’ARNm de la NO synthase inductible dans les fibroblastes 

L929 traités par IFN-γ (Jankovic et al., 2000). Chez 33 patients atteints de PR, les taux sériques de 

nitrite et de citrulline, marqueurs de la production de NO, diminuent de façon significative après 4 

semaines de traitement par léflunomide (Reddy et al., 2005). 

L’activité anti-inflammatoire du LEF passe probablement aussi par l’inhibition de 

médiateurs pro-inflammatoires et notamment des cytokines intervenant dans la PR. Ainsi, le LEF 

diminue la production d’IL-1β et de TNF-α dans les cultures de tissu synovial humain (Elkayam et 

al., 2003). Cutolo et al. (2003) ont montré, dans les macrophages synoviaux de PR, une diminution 

de l’expression intracytoplasmique de TNF-α et d’IL-1β et une baisse de la concentration 

extracellulaire de TNF-α après traitement par A77 1726. L’A77 1726 inhibe la production d’IL-6 

dans les cultures de cellules synoviales de PR (Burger et al., 2003) et non dans les cultures de 

monocytes du sang périphérique (Kraan et al., 2004). Le taux sérique d’IL-6 n’est pas non plus 
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modifié chez les patients traités par LEF (Kraan et al., 2004). Après contact avec les lymphocytes T 

traités par LEF, le ratio molaire d’IL-1Ra/IL-1β et TIMP-1/MMP-1 produit par les monocytes est 

augmenté, suggérant que le LEF tend à augmenter les facteurs anti-inflammatoires au-delà de la 

production des facteurs pro-inflammatoires et facteurs de destruction ostéo-cartilagineuse (Déage et 

al., 1998). Palmer et al. (2004) ont montré récemment que l’A77 1726 augmente la production d’IL-

1Ra induite par l’IL-1β dans les synoviocytes fibroblastiques et les chondrocytes humains.  

Enfin, le LEF interviendrait également dans la destruction osseuse. Urushibara et al. 

(2004) ont étudié in vitro les effets du LEF sur la différenciation des ostéoclastes après 

stimulation par RANKL et M-CSF. Les résultats montrent que le LEF a un effet inhibiteur direct 

sur la différenciation des ostéoclastes induite par RANKL en bloquant l’induction du facteur 

nucléaire des cellules T activées c1 (NF-ATc1). NF-ATc1 est un facteur de transcription qui 

intervient de façon majeure dans la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en 

ostéoclastes. 

 

 

VI / LA DIOSGENINE 

La diosgénine est un stéroïde végétal appartenant au groupe des saponines (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Structure de la diosgénine. 

 

Les premières hormones stéroïdiennes utilisées en thérapeutique ont été extraites d’organes 

animaux mais les quantités obtenues étaient faibles. En 1939, la diosgénine, un précurseur, a été 

mise en évidence en quantité importante dans une dioscorée mexicaine. Ceci a permis le démarrage 

d’une production industrielle après mise au point d’un processus de dégradation de ce précurseur. 

La plus grande partie des hormones stéroïdiennes produites par l’industrie pharmaceutique sont 

HOHO

Diosgénine 
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maintenant obtenues par hémisynthèse à partir de substances naturelles : saponosides, phytostérols, 

cholestérol ou acides biliaires. 

Le genre Dioscorea comprend environ 600 espèces souvent tropicales et la plupart de ces 

espèces ont un tubercule amylifère à partir duquel la diosgénine est extraite. Dans les tubercules, la 

diosgénine existe sous la forme de dioscine et d’hétérosides voisins. L’extraction débute par un 

traitement en milieu acide minéral qui provoque l’hydrolyse des hétérosides. Après filtration, la 

fraction insoluble est neutralisée, lavée et traitée par un solvant apolaire qui extrait la diosgénine. 

Actuellement, de nombreux pays tels que la Chine ou l’Inde produisent différentes espèces de 

dioscorées. 

Les stéroïdes végétaux sont de plus en plus étudiés dans le domaine biologique en raison de 

leur diversité structurale, de leurs activités biologiques et de leur faible toxicité.  

La diosgénine a différentes actions biologiques : 

1. Amigo et al. (1999) ont montré que la diosgénine augmentait la sécrétion du cholestérol 

biliaire. Cette observation a été confirmée par Yamaguchi et al. (2003) qui ont montré que la 

diosgénine avait une action cholérétique.  

2. Les stéroïdes végétaux comme la diosgénine présentent également des propriétés 

antioxydantes. En effet, Turchan et al. (2003) ont montré que la diosgénine pouvait diminuer 

significativement les effets des radicaux libres lors de l’infection par le VIH. 

3. La diosgénine est aussi à l’origine de la synthèse de certaines hormones comme la 

déhydroépiandrostérone (DHEA) (Scott et al., 2000). 

4. La diosgénine interviendrait également dans le métabolisme osseux. Dans des modèles de 

rates adultes ovariectomisées, la supplémentation en diosgénine dans l’alimentation réduit 

significativement l’ostéoporose, dans les mêmes proportions que l’oestrogène (Higdon et al., 

2001). Cette supplémentation en diosgénine chez des rates ovariectomisées entraîne 

également une réduction de la taille des glandes surrénales (Benghuzzi et al., 2003) et 

protège les reins contre les modifications morphologiques associées aux ovariectomies 

(Tucci et Benghuzzi, 2003).  

5. Très récemment, dans les cellules pré-ostéoblastiques MC3T3-E1, Yen et al. (2005) ont 

montré que la diosgénine était capable de se lier au récepteur oestrogénique, d’induire 

l’expression de VEGF par l’intermédiaire de l’activation du facteur de transcription HIF-1α 

(hypoxia-inducible factor-1alpha). D’autre part, le milieu de culture des cellules traitées par 

diosgénine est caractérisé par une forte activité angiogénique dans les essais d’angiogenèse 

in vitro (prolifération des cellules HUVECs) et ex vivo (explants d’os fœtal). Ainsi, la 
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diosgénine pourrait intervenir dans les phénomènes d’angiogenèse. Cette action « pro-

angiogénique » dans l’os pourrait expliquer en partie son action positive dans l’ostéoporose, 

car l’angiogenèse joue un rôle important dans le remodelage osseux en permettant 

notamment l’apport de progéniteurs ostéoblastiques (Erlebacher et al., 1995). 

6. L’activité anti-tumorale de plusieurs stéroïdes végétaux a été plus récemment étudiée. Une 

analyse de la prolifération cellulaire a été réalisée avec des dérivés glycosylés de la 

diosgénine sur des cellules leucémiques HL60 montrant que l’effet anti-prolifératif dépend 

de la structure de la molécule étudiée (Mimaki et al., 2001). Deux autres saponines dérivées 

de la diosgénine, la dioscine et la méthyl-protodioscine, provoquent un effet anti-prolifératif 

sur les cellules HL60 en induisant une différenciation et l’apoptose (Wang et al., 2001 ; 

Cheng et al., 2003), mais aussi sur les cellules HeLa en activant les caspases-9 et -3 (Cai et 

al., 2002).  

Dans le laboratoire, l’intérêt porté à la diosgénine est ancien, puisque l’équipe du Professeur 

Beneytout avait montré en 1995 que le traitement de la lignée de cellules érythroleucémiques (HEL) 

par la diosgénine induisait la différenciation de ces cellules en mégacaryocytes, différenciation 

pendant laquelle l’expression de la 15-lipoxygénase était altérée (Beneytout et al., 1995 ; Nappez et 

al., 1995). 

Toujours dans le laboratoire, l’effet de la diosgénine a été étudié sur la prolifération de 

différents types de cellules cancéreuses (cellules 1547, Hep-2, M4Beu, HEL). La diosgénine (40 

µM) provoque une forte inhibition de la prolifération des cellules 1547 avec arrêt du cycle cellulaire 

en phase G1 et induction de l’apoptose (Moalic et al., 2001a). Ces effets de la diosgénine sont 

associés à une augmentation de l’expression des ARNm de p53 et p21, une activation de NF-κB et 

une augmentation de la synthèse de PGE2 (Moalic et al., 2001a). L’effet anti-prolifératif de la 

diosgénine toujours sur les cellules 1547 est plus important que celui de l’hécogénine et de la 

tigogénine, deux autres stéroïdes végétaux de structure proche de la diosgénine (Corbière et al., 

2003). De la même façon, les trois molécules induisent une fragmentation de l’ADN, mais avec des 

niveaux différents après 24 h de traitement : 5,5 fois pour la diosgénine, 2,2 fois pour la tigogénine 

et 1,3 fois pour l’hécogénine par rapport aux cellules non traitées. La diosgénine augmente 

l’expression de l’ARNm et de la protéine p53 et son activation, ce qui n’est pas le cas de deux 

autres stéroïdes (Corbière et al., 2003). Les trois stéroïdes augmentent le rapport de Bax (protéine 

pro-apoptotique) sur Bcl-2 (protéine anti-apoptotique) avec par contre un effet moins important de 

la diosgénine. Ils sont également responsables d’une activation de NF-κB et d’une augmentation de 

l’expression de PPARγ, mais sans effet sur l’activation de ce récepteur nucléaire (Corbière et al., 

2003). Les effets pro-apoptotiques de la diosgénine ont également été étudiés dans deux autres 
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lignées cellulaires cancéreuses humaines : les cellules HEp-2 de laryngocarcinome et les cellules 

M4Beu de mélanome. La diosgénine (40 µM) provoque aussi une inhibition de la prolifération et 

une induction de l’apoptose. L’apoptose induite par la diosgénine est caractérisée par une chute du 

∆Ψm, une activation de la caspase-3, un clivage de PARP, mais aussi une translocation nucléaire de 

l’AIF (Corbière et al., 2004). Le traitement par diosgénine provoque aussi une activation de p53 et 

un arrêt du cycle cellulaire en phase S pour les cellules HEp-2 et en phase G2/M pour les cellules 

M4Beu. 

Dans les cellules HEL érythroleucémiques, la diosgénine (40 µM) induit aussi un arrêt du 

cycle cellulaire en phase G2/M associé à une induction de l’apoptose, une augmentation de 

l’expression de p21 et non de p53. Le processus apoptotique est associé à une augmentation du 

rapport Bax/Bcl-2, un clivage de PARP et une fragmentation de l’ADN. Le ∆Ψm se trouve ici 

encore diminué. La diosgénine induit également une augmentation du taux de calcium intra-

cellulaire, une activation de la cPLA2 avec translocation à la membrane cellulaire, ainsi qu’une 

surexpression de COX-2 couplée avec la production de PGE2 (Léger et al., 2004). Plus récemment, 

une autre étude dans le laboratoire a permis de mettre en évidence les effets de la diosgénine (10 

µM) sur la différenciation des cellules HEL en mégacaryocytes. Cette différenciation cellulaire 

passe par l’activation d’ERK et l’inhibition de p38. La diosgénine induit également une apoptose 

des cellules différenciées avec inhibition de NF-κB, Akt et Bcl-xL, une activation de la caspase-3 et 

un clivage de PARP (Léger et al., 2005). 
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I / CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SYNOVIALES 

 

A / PREPARATION ET CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SY NOVIALES 
HUMAINES 
 

Les synoviocytes sont isolés à partir de biopsies synoviales recueillies lors d’arthroplasties 

de la hanche chez des patients atteints de PR. Tous les patients remplissaient les critères diagnostics 

de l’American Rheumatism Association 1987 de la PR (Arnett et al., 1988). L’âge moyen des 

patients était de 61,3 ± 3,3 ans (58-65 ans). La durée moyenne de la maladie était de 8,8 ± 2,6 ans. 

Au moment de la chirurgie, le score d’activité de la PR, le DAS 28, était dans tous les cas supérieur 

à 3,2. La synoviale est disséquée et digérée avec 1,5 mg/ml de collagénase (Worthington) et de 

dispase (Sigma), 1 mg/ml de hyaluronidase (Sigma) et 0,15 mg/ml de DNase I (Boehringer 

Ingelheim) dans du « Dulbecco’s Modified Eagle Medium » (DMEM, Gibco-BRL) pendant 3 à 4 h 

à 37°C (Liagre et al., 1997). Après centrifugation, les cellules sont resuspendues dans du DMEM 

complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Biowhitaker), 4,5 g/l de D-glucose, 25 mM 

d’Hepes, 100 U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine (Gibco-BRL) et placées dans un 

flacon de culture cellulaire à 37°C en atmosphère humide de CO2 5% /air atmosphérique 95%. 

Après 48 h, les cellules n’ayant pas adhéré sont éliminées. Les cellules adhérentes sont cultivées en 

présence du milieu complet. A confluence, ces cellules sont trypsinées : le tapis cellulaire est lavé 

par du tampon phosphate salin stérile ou PBS pH 7,4 (140 mM NaCl, 27 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 

1,5 mM KH2PO4) et incubé 10 à 15 min en présence d’une solution de trypsine-EDTA (Gibco-

BRL). Les cellules dissociées sont centrifugées en présence de DMEM complet et réensemencées 

dans d’autres flacons de culture. Le milieu de culture est changé tous les 3 jours. Les cellules sont 

utilisées entre les passages 4 et 8 lorsqu’elles ressemblent morphologiquement à des fibroblastes. 

Les cellules sont cultivées pendant 45-60 jours avant l’expérimentation. Ce délai élimine toute 

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

Entre les passages 4 et 8, la numération et la viabilité cellulaires sont déterminées et les 

cellules sont ensemencées dans un flacon de culture (Falcon) à 104 cellules/cm2. La viabilité, 

mesurée par le test d’exclusion au bleu trypan (Glant et al., 1993) au début et à la fin de chaque 

culture, est toujours supérieur à 95% de cellules.  

Pour toutes les expériences, les cellules sont laissées dans du milieu de culture DMEM 

pendant 48 h avant d’être traitées par la diosgénine ou le léflunomide. Une solution mère de 

diosgénine à 10-2 M est préparée dans l’éthanol, puis diluée dans du milieu de culture pour obtenir 

une concentration finale allant de 10 à 80 µM. De la même façon, une solution mère de A77 1726 à 

10-2 M est préparée dans l’éthanol et diluée dans le milieu de culture pour obtenir une concentration 

finale variant de 0,01 à 100 µM. La même quantité d’éthanol (<1%) est rajoutée aux cellules 

contrôles. Le milieu de culture n’est pas changé durant toute la durée des différentes expériences. 

 

II / 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 pour évaluer le nombre de cellules viables. Il 

est basé sur la transformation du MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium 

bromide) en cristaux bleus de formazan par une enzyme mitochondriale, la succinate 

déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés sont solubilisés et sont ainsi détectables par 

spectrophotométrie à une longueur d’onde de 550 nm. Ce test est utilisé pour comparer la 

croissance des cellules contrôles à celles des cellules traitées par les molécules.  

Les cellules synoviales fibroblastiques (103 cellules par puits) sont ensemencées dans des 

plaques 96 puits et cultivées pendant 48 h dans du DMEM contenant 10% de SVF avant d’être 

traitées par la diosgénine à des concentrations variant de 10 à 80 µM. Pour chaque condition 

analysée, 12 puits différents sont réalisés (n = 12). Le traitement est réalisé pendant la phase de 

croissance et dure de 24 à 96 h. Le test MTT est réalisé de façon quotidienne comme décrit 

précédemment (Moalic et al., 2000). 

Pour chaque temps étudié, 10 µl de la solution de MTT (Sigma) (5 mg/ml, en tampon PBS) 

sont ajoutés dans chaque puits. Après 3 h d’incubation à 37°C en atmosphère humide, 100 µl d’une 

solution de lyse (SDS : 10 % ; HCl : 0,01 N) sont ajoutés par puits et les plaques sont incubées à 
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37°C pendant minimum 3 h afin de libérer les cristaux de formazan formés. L’absorbance est 

mesurée à 550 nm par un lecteur de plaques ELISA (Multiskan EX, Labsystems). Les blancs de 

lecture correspondent à du milieu à 10 % de SVF contenant du MTT et la solution de lyse. 

Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle : 

(DOmoyenne des cellules traitées / DOmoyenne des cellules contrôles) × 100 ± écart-type 

 

B / MICROSCOPIE OPTIQUE A CONTRASTE DE PHASE 
 

La morphologie des cellules traitées ou non par la diosgénine a été observée en microscopie 

optique à contraste de phase. Pour cela, les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits (2×105 

cellules /puits), cultivées pendant 48 h puis traitées par de la diosgénine (40 µM) pendant 24 à 72 h. 

Les cellules synoviales sont fixées dans du PBS (pH 7 ,4) contenant 4% de paraformaldéhyde 

pendant 20 min à température ambiante et lavées avec du PBS pendant 15 min, avant d’être 

observées au microscope à contraste de phase (grossissement × 400). 

La même expérience a été réalisée après traitement des cellules synoviales fibroblastiques par 

l’A77 1726 à 100 µM pendant 24 h. 

 

III / ANALYSE DE L’APOPTOSE 

A / ETUDE DU POTENTIEL MEMBRANAIRE MITOCHONDRIAL ET  MARQUAGE 
AU DAPI 
 

Le potentiel membranaire mitochondriale ou ∆Ψm est estimé en utilisant la sonde JC-1 

(5,5’,6,6’-tétrachloro-1,1’,3,3’-tétraéthylbenzimidazole carbocyanide iodide) (Molecular Probes). 

La sonde JC-1 est un composé fluorescent qui existe sous forme de monomères lorsqu’il est à 

faibles concentrations et sous forme d’agrégats à fortes concentrations. La fluorescence des 

monomères est verte alors que la fluorescence des agrégats est rouge. La mitochondrie ayant un 

potentiel membranaire intact concentre JC-1 sous forme d’agrégats qui produisent une fluorescence 

rouge. Au contraire une mitochondrie ayant un potentiel altéré ne peut concentrer JC-1, les 

monomères produisent alors une fluorescence verte (Smiley et al., 1991). 

Les cellules synoviales sont ensemencées et cultivées pendant 48 h avant d’être traitées 

pendant 24 h par 40 µM de diosgénine. Les cellules contrôles sont cultivées dans du milieu de 

culture contenant la même concentration d’éthanol que les cellules traitées par diosgénine. Les 

cellules adhérentes sont incubées dans 1 ml de milieu contenant la sonde JC-1 (1 µg/ml) pendant 30 



 

 

90 

min à 37°C. Les photos ont été prises grâce à un microscope Nikon ECLIPSE E800 (grossissement 

× 500) (Nikon Corporation). 

Le marquage des cellules au DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) permet d’évaluer la 

condensation du noyau des cellules et donc d’évaluer l’apoptose. Après 24 h de traitement avec la 

diosgénine, les cellules synoviales fibroblastiques ont été incubées dans une solution de DAPI à 0,5 

µg/ml pendant 5 min à température ambiante dans l’obscurité et les cellules ont été observées par 

microscopie à fluorescence. 

 

B / DOSAGE DE L’ACTIVITE CASPASE-3 
 

Le dosage de l’activité caspase-3 a été réalisé à partir du kit « CaspACE™ Assay System, 

Fluorometric » (Promega) après quelques modifications (Duval et al., 2002). Le dosage est basé sur 

l’activité protéolytique des caspases. En effet, chaque caspase clive son substrat après un motif bien 

précis : DEVD pour la caspase-3. Les substrats utilisés pour réaliser ce dosage sont rendus 

lipophiles et sont couplés à un peptide, le 7-amino-4-méthylcoumarine (AMC), qui est libéré 

lorsque le substrat est clivé par la caspase. Une fois libéré, l’AMC émet de la fluorescence 

permettant de quantifier l’activité de chaque caspase. 

Après traitement par diosgénine (40 µM) pendant 24 et 48 h, les cellules synoviales ont été 

homogénéisées dans du tampon de lyse (0,1 % de citrate de sodium contenant 10 % de triton 100X). 

La concentration des protéines a été déterminée par la méthode de Bradford. Les essais ont été 

réalisés en plaques de culture tissulaire opaques (Falcon, Becton Dickinson) et les différentes 

conditions ont été répétées 3 fois. Les quantités de 100 µl de tampon (10 mM de DTT, 2 % de 

DMSO, tampon caspase) et 75 µg de protéines ont été déposées dans les puits. L’inhibiteur non 

spécifique de caspase, Ac-DEVD-CHO, a été utilisé à une concentration de 2,5 mM pour vérifier 

que le clivage du substrat soit réellement lié aux caspases et non à une autre protéine ayant un 

pouvoir protéolytique. La plaque a été incubée 30 min à 37°C avant de rajouter le substrat de 

caspase-3 (Ac-DEVD-AMC) à la concentration de 2,5 mM. La fluorescence du bruit de fond a été 

déterminée dans les puits contenant seulement le tampon caspase et le substrat. La plaque a été de 

nouveau incubée à 37°C pendant 1 h. La fluorescence est alors mesurée à l’aide d’un lecteur de 

plaque (Fluorolite 1000, Dynatech Laboratories) en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 

360 nm et une longueur d’onde d’émission de 460 nm. Les résultats sont exprimés en unité relative 

de fluorescence (RUF) qui correspond à la concentration d’AMC libérée et représentent la moyenne 

des trois expériences.  

 



 

 

91 

C / ANALYSE QUANTITATIVE DE L’APOPTOSE 
 

Les cellules synoviales ont été ensemencées en plaque 6 puits (2×105 cellules /puits) et ont 

proliféré pendant 48 h avant d’être traitées ou non par 40 µM de diosgénine pendant 24 et 48 h. 

Pour les expériences avec la diosgénine, les autres conditions sont représentées par les cellules 

prétraitées pendant 4 h avec de l’IL-1 β (1 ng/mL) ou du celecoxib (1 µM) et ensuite la diosgénine 

(40 µM) est rajoutée pendant 24 et 48 h dans du DMEM contenant 10% de SVF. Dans nos 

conditions expérimentales, nous avons vérifié préalablement que le celecoxib (1 µM) ne soit pas 

pro-apoptotique. De plus, pour examiner le rôle de la PGE2 exogène, les cellules ont été préincubées 

pendant 4 h avec du celecoxib en présence ou en l’absence de PGE2 (10 nM), suivi de l’incubation 

avec la diosgénine (40 µM) pendant 24 h. 

Pour le léflunomide : Les cellules synoviales ont également été ensemencées en plaque 6 

puits (2×105 cellules /puits) et ont proliféré pendant 48 h avant d’être traitées ou non par l’A77 1726 

à la concentration de 100 µM pendant 24 h. 

Après les différents traitements, les cellules flottantes sont récupérées et mélangées aux 

cellules adhérentes fraîchement décollées. Les cellules sont récupérées par centrifugation (1500 

rpm, 10 min à 4°C), puis lavées une fois dans le PBS 1X avant d’être comptées. Les cellules 

(5x104) sont alors prélevées, centrifugées, et lysées par 200 µl de tampon de lyse avant d’être 

incubées 30 min à température ambiante. Les lysats peuvent être conservés une nuit à -20°C avant 

le dosage. L’apoptose est quantifiée par le kit « Cell Death Detection ELISAPLUS » (Roche 

Diagnostics) (Moalic et al., 2001b). Après centrifugation (10 min à 200 g) des lysats, 20 µl de 

chaque surnageant sont déposés dans les puits de la plaque recouverts de streptavidine, ainsi que 20 

µl de contrôle positif (complexe histone-ADN) et 20 µl de contrôle négatif (tampon d’incubation). 

L’étape suivante consiste à rajouter dans les puits 80 µl d’immunoréactif : mélange d’anticorps (Ac) 

anti-histones biotinylés et d’Ac anti-ADN conjugués à la peroxydase. Au cours de l’incubation (2 h 

sous agitation), les mono- et les oligo-nucléosomes formés lors de la fragmentation de l’ADN sont 

complexés avec les Ac anti-histones, eux-mêmes capturés au fond des puits par la streptavidine. De 

plus, les Ac anti-ADN réagissent avec l’ADN nucléosomique. Après plusieurs lavages avec le 

tampon d’incubation pour éliminer l’excès d’Ac, une solution d’ABTS (2,2’-azino-di-[3-

éthylbenzothiazoline sulfonate], 100 µl/puits), substrat de la peroxydase, est ajoutée dans les puits. 

Au cours de l’incubation (15 min sous agitation à température ambiante et à l’obscurité), une 

réaction colorimétrique se développe entre l’ABTS et la peroxydase portée par les Ac anti-ADN. La 

quantité d’ABTS oxydé correspondant à la quantité d’ADN fragmenté est mesurée à 405 nm à 

l’aide d’un lecteur de plaque ELISA. Le blanc de lecture étant la solution d’ABTS (longueur d’onde 

de référence 490 nm). 
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Chaque condition est testée trois fois et les valeurs à 405 nm et 490 nm obtenues pour le 

contrôle négatif sont soustraites aux valeurs obtenues pour chaque échantillon. Les valeurs 

moyennes d’absorbance (405 - 490) sont ensuite déterminées pour chaque échantillon et rapportées 

aux valeurs obtenues pour les contrôles cellulaires (cellules non traitées). Les résultats sont 

exprimés en ratio apoptotique des cellules traitées/cellules non traitées. 

 

IV / ANALYSE DE L’EXPRESSION DE COX-2 

A / EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES 
 

Pour les expériences concernant la diosgénine, les cellules synoviales fibroblastiques ont été 

ensemencées dans des flacons de culture de 150 cm2. Après 48 h de culture, les cellules ont été 

traitées ou non par la diosgénine à la concentration de 40 µM pendant 24 et 48 h, ou par IL-1β (1 

ng/ml) pendant 24 h.  

Pour les expériences avec le léflunomide, les cellules synoviales fibroblastiques ont été 

ensemencées dans des flacons de culture de 75 cm2 pendant 48 h avant traitement. Les cellules ont 

ensuite été incubées avec de l’A77 1726 (10 et 100 µM) pendant 24 h et stimulées par l’IL-1β (1 

ng/ml) pendant les 6 dernières heures d’incubation. 

Dans les 2 types d’expériences, les cellules ont été récupérées, puis centrifugées et lavées en 

tampon PBS 1X froid. Les culots cellulaires peuvent être congelés à –80°C si nécessaire. Les 

cellules ont été lysées dans du tampon RIPA (HEPES : 50 mM pH 7.5 ; Déoxycholate : 1 % ; 

Nonidet P-40 : 1 % ; SDS : 0,1 % ; NaCl : 150 mM ; Aprotinine : 20 µg/ml) contenant 40 µl/ml 

d’une solution d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche Diagnostics). Les lysats sont 

récupérés par centrifugation (12000 rpm, 20 min à 4°C) et placés dans la glace ou à -20°C avant de 

déterminer la concentration protéique par la technique colorimétrique de Bradford (1976) utilisant 

le bleu de Coomassie (Bio-Rad). La lecture au spectrophotomètre à 595 nm est effectuée contre une 

gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA : 0 à 12,5 µg/ml). 

 

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

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été ensemencées puis cultivées dans des flacons 

de culture de 150 cm2 pendant 48 h. Elles ont été traitées par 40 µM de diosgénine pendant 24 et 48 

h ou de l’IL-1β (1 ng/mL) pendant 24 h. Elles ont ensuite été trypsinées et poolées avec la fraction 

cellulaire flottante. 
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Pour le léflunomide : les cellules synoviales ont été cultivées dans des flacons de culture de 

75 cm2 pendant 48 h, puis ont été traitées par l’A77 1726 à 10 et 100 µM pendant 24 h avec une 

stimulation par l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures de traitement. Les cellules ont été 

trypsinées et l’expression de la protéine COX-2 a été étudiée par western blot comme décrit 

précédemment (Moalic et al., 2001b). 

Le Western blot a été réalisé en utilisant des anticorps primaires monoclonaux anti-β-actine 

(anticorps de souris anti-β-actine humaine 1/5000, Sigma), anti-COX-2 (anticorps de souris anti-

COX-2 humaine 1/100, Santa Cruz Biotechnology) et un anticorp secondaire polyclonal conjugué à 

une peroxydase (Dako). 

Les protéines (40 µg) ont été mélangées à un volume identique de tampon d’échantillon 2X 

(Tris-HCl : 50 mM pH 6,8 ; SDS : 2 % ; Glycerol : 10 % ; dithiothréitol (DTT) : 100 mM ; Bleu de 

Bromophénol : 0,1 %), puis dénaturés 5 min à 100°C dans un bain-marie. Les protéines ont ensuite 

été séparées sur un gel d’électrophorèse dénaturant (SDS-PAGE) (10 à 15% selon les protéines). 

La migration s’effectue pendant 2 h (100 V) dans le tampon de migration (Tris-HCl : 25 mM pH 

8,5 ; Glycine : 250 mM ; SDS : 0,1%). 

Après la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF 

(polyvinylidène difluoride) (Amersham Biosciences). La membrane a été préalablement trempée 

quelques secondes dans du méthanol avant d’être rincée à l’eau puis équilibrée quelques minutes 

dans du tampon transfert (Tris : 48 mM ; Glycine : 39 mM ; Méthanol : 20 % ; SDS : 0,03 % ; pH 

8,1-8,5). Le gel de polyacrylamide a également été équilibré quelques minutes dans le tampon de 

transfert avant d’être mis en contact avec la membrane selon les instructions du constructeur 

(Invitrogen). Le transfert s’effectue pendant 1h30 (20V, 100 mA). Pour vérifier l’efficacité du 

transfert, la membrane est colorée au rouge Ponceau (Sigma) afin de faire apparaître les différentes 

bandes de protéines. 

Après lavages en tampon PBS 1X-Tween 0,1 %, la membrane a été incubée pendant 1 h à 

température ambiante sous agitation avec du tampon de blocage (PBS 1X-caséine 4 %) afin de 

saturer les sites aspécifiques. Après avoir éliminé le tampon de blocage, les membranes ont été 

lavées brièvement avant d’être incubées une nuit à 4°C sous agitation avec les anticorps primaires 

dilués dans le tampon de blocage. 

Après incubation, les membranes ont été lavées plusieurs fois dans du tampon PBS 1X-

Tween 0,1% avant d’être incubées avec l’anticorps secondaire polyclonal anti-IgG de souris 

conjugué à une peroxydase. La révélation des complexes antigène-anticorps spécifiques se fait sous 

agitation 1 h à température ambiante en présence de l’Ac secondaire dilué au 1/1000 dans le tampon 

de blocage. Les membranes sont ensuite lavées dans le tampon de lavage afin d’éliminer l’excès 

d’Ac secondaire. 
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La révélation est réalisée par une réaction de chimiluminescence en utilisant le système 

ECL (ECL Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosciences) et les membranes sont 

exposées à un film autoradiographique (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) selon la technique 

donnée par le fabricant. 

Le poids moléculaire des bandes spécifiques ainsi révélées est déterminé grâce à la 

migration du marqueur de poids moléculaires connus (Prestained Protein Molecular Weight 

standards, Low range, Invitrogen). L’intensité relative des bandes est déterminée grâce au logiciel 

Kodak 1D (BioLabo). 

 

V / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGE 2 

 

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été cultivées dans des flacons de 25 cm2 pendant 

48 h avant traitement. Elles ont été lavées avec du PBS (pH 7,4) et pré-traitées pendant 4 h à 37°C 

avec de l’IL-1β (1 ng/mL) ou du celecoxib (1 µM). La diosgénine a été rajoutée dans le milieu de 

culture (DMEM contenant 10 % de SVF), à la concentration de 40 µM pendant 24 et 48 h. Les 

autres conditions de culture étaient : la diosgénine seule (40 µM), l’IL-1 β (1 ng/ml) seule et le 

celecoxib seul (1 µM) pendant 24 et 48 h.  

Pour le léflunomide, les cellules ont également été cultivées dans des flacons de 25 cm2 

pendant 48 h avant traitement. Après lavage avec du PBS (pH 7,4), les cellules ont été incubées 

avec ou sans A77 1726 (0,01 à 100 µM) pendant 24 h, en rajoutant de l’IL-1β (1 ng/mL) pendant 

les 6 dernières heures d’incubation dans du DMEM contenant 10 % de SVF en atmosphère humide 

avec 5% de CO2.  

Les autres conditions étaient : traitement des cellules synoviales par l’A77 1726 à la 

concentration de 100 µM pendant 24 h en rajoutant de l’IL-1β (1 ng/mL) pendant différents temps 

(5 min, 15 min, 30 min, 1 h ou 6 h). 

Pour chaque condition, la concentration de PGE2 a été déterminée dans le milieu de culture 

des cellules grâce à un kit ELISA (Cayman Chemical) en accord avec les instructions du fabriquant 

et comme précédemment décrit (Vergne et al., 1998). Ce dosage est basé sur la compétition entre la 

PGE2 plus ou moins présente dans nos échantillons et entre un traceur (conjugué PGE2-

acétylcholinestérase) dont la concentration est constante pour une quantité limitée d’Ac monoclonal 

de souris anti-PGE2. La quantité de traceur capable de se fixer à l'Ac anti-PGE2 est inversement 

proportionnel à la concentration de PGE2 dans le puits. Le complexe Ac-PGE2 (libre ou conjugué) 

se lie aux Ac polyclonaux de chèvre anti-souris fixés dans le puits. La plaque est lavée pour 

éliminer tout ce qui n’a pas été fixé. Afin de déterminer la quantité de traceur fixé, le réactif 
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d'Ellman contenant le substrat de l'acétylcholinestérase est ajouté à chaque puits. Le produit de la 

réaction enzymatique est coloré (jaune) et est donc détectable par spectrophotométrie à une 

longueur d’onde de 412 nm. L’absorbance ainsi obtenue est proportionnelle à la quantité de traceur 

fixé et inversement proportionnelle à la quantité de PGE2 présente dans nos échantillons. La 

concentration minimale détectable est de 3 pg/ml après 90 min d’incubation et la spécificité de ce 

test est de 100% pour la PGE2. Il existe des réactions croisées avec PGI2 (1%), PGF2α (< 0,01%) et 

TXB2 (< 0,01%).  

Le dosage des échantillons se fait après reconstitution des réactifs (tampon EIA, tampon de 

lavage, traceur, anticorps anti-PGE2) comme indiqué par le constructeur. Une gamme standard de 

PGE2 allant de 0 à 1 ng/ml est réalisée pour permettre la quantification et plusieurs contrôles 

doivent être faits. Chaque plaque doit contenir 2 blancs (absorbance du réactif d'Ellman), 2 puits TA 

représentant l'activité enzymatique totale du traceur (traceur, réactif d’Ellman), 2 puits NSB ou 

puits de contrôle de liaison non spécifique du traceur (tampon EIA, traceur, réactif d’Ellman), 2 

puits B0 de liaison maximale du traceur (tampon EIA, traceur, Ac anti-PGE2, réactif d’Ellman). 

50 µl de chacun des standards et 50 µl de chacun des échantillons dilués au 1/10e sont 

déposés dans les puits en présence de 50 µl de traceur et de 50 µl d'Ac anti-PGE2. Les puits NSB 

contiennent 100 µl de tampon EIA et 50 µl de traceur et les puits B0 contiennent 100 µl de tampon 

EIA, 50 µl de traceur et 50 µl d’Ac. La plaque est incubée 18 h à 4°C avant d’être vidée et lavée 5 

fois avec le tampon de lavage. Ensuite, 5 µl de traceur sont ajoutés dans les puits TA et 200 µl de 

réactif d'Ellman sont ajoutés dans tous les puits. La plaque est alors incubée à l’obscurité 60 à 90 

min sous agitation avant d’être analysée à 412 nm en lecteur de plaque ELISA. 

Les résultats sont exprimés en quantité de PGE2 par ml (pg/ml). La concentration de PGE2 

est obtenue en tenant compte des valeurs d’absorbance des blancs et en utilisant la courbe de 

référence d’équation standard/B0=f([PGE2]). 

 

VI / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE CYTOKINES 

 

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été ensemencées dans des plaques 24 puits 

(105cellules par puits) pendant 48 h. Après lavage au PBS (pH 7,4), les cellules ont été incubées à 

37°C avec ou sans A77 1726 (0,01 to 100 µM) pendant 24 h dans du DMEM contenant 10% de 

SVF et stimulées par l’IL-1β (1 ng/mL) pendant les 6 dernières heures d’incubation. Les 

surnageants ont été récupérés et congelés à -80°C.  
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La concentration des cytokines (IL6, IL-8, IL-10, IL-11, IL-15, IL-18, sTNFRI, IL-1Ra) 

dans le milieu de culture a été mesurée grâce à un kit ELISA correspondant (Quantikine human 

cytokine immunoassay kit, R&D Systems) en respectant les instructions du constructeur. 

Les autres conditions testées étaient les suivantes :  

- cellules prétraitées pendant 30 min avec de l’uridine (200 µM) avant de rajouter l’A77 

1726 à la concentration de 100 µM pendant 24 h et de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 

dernières heures d’incubation, 

- cellules prétraitées pendant 2 h avec du SB 203580 (un inhibiteur sélectif de la MAP 

kinase p38) à la concentration de 10 µM avant de rajouter 100 µM d’A77 1726 pendant 24 h 

et de l’IL-1β (1 ng/ml) ou du TNF-α (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures d’incubation. 

Ces deux dernières conditions ont été testées uniquement sur la synthèse de l’IL-10 et de 

l’IL-11. 

 

Pour la diosgénine, seules l’IL-6 et l’IL-8 ont été testées. Pour ce faire, les cellules 

synoviales fibroblastiques ont été ensemencées dans des flacons de 25 cm2 pendant 48 h avant 

traitement. Après lavage au PBS (pH 7,4), les cellules ont été prétraitées pendant 4 h à 37°C avec de 

l’IL-1 β (1 ng/ml), puis traitées par la diosgénine (40 µM) pendant 24 et 48 h dans du DMEM 

contenant 10% de SVF en atmosphère avec 5% de CO2. Les autres conditions étaient les suivantes : 

cellules incubées avec de la diosgénine seule (40 µM) ou IL-1β seule (1 ng/ml) pendant 24 et 48 h. 

De la même manière qu’avec l’A77 1726, la concentration de l’IL-6 et de l’IL-8 a été déterminée 

grâce à un kit ELISA (Quantikine human cytokine immunoassay kit, R&D Systems). 

 

La concentration des cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, IL-11, IL-15, IL-18) et antagonistes 

(sTNFRI, IL-1Ra) a été déterminée dans le milieu de culture des cellules grâce à une technique 

immuno-enzymatique sandwich quantitative (Quantikine human cytokine immunoassay kit, R&D 

Systems) en accord avec les instructions du constructeur. Un anticorps monoclonal spécifique de 

chaque cytokine ou antagoniste a été fixé préalablement dans les puits de la plaque. Les cytokines 

spécifiques présentes dans chaque échantillon de milieu de culture se fixent aux anticorps 

correspondants immobilisés sur la plaque. Après lavage pour éliminer tout ce qui n’a pas été fixé, 

un anticorps polyclonal spécifique de chaque cytokine ou antagoniste et conjugué à une enzyme est 

rajouté dans chaque puits. Après lavage pour enlever toute substance non liée à l’anticorps, la 

quantité de traceur fixé est déterminée en rajoutant dans chaque puits la solution contenant le 

substrat de l'enzyme. Le produit de la réaction enzymatique est coloré et est donc détectable par 
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spectrophotométrie. L’absorbance ainsi obtenue est proportionnelle à la quantité de traceur fixé et 

proportionnelle à la quantité de cytokines présentes dans les échantillons.  

Les résultats sont exprimés en quantité de cytokines ou antagonistes par ml (pg/ml). La 

concentration est obtenue en soustrayant les valeurs d’absorbance à la longueur d’onde de 450 nm à 

celles de 540 nm et en utilisant la courbe de référence des standards (log de densité optique sur 

l’axe des Y et log de la concentration des standards sur l’axe des X). 

 

VII / PREPARATION DES EXTRAITS NUCLEAIRES ET 

ETUDE DE L’ACTIVATION DE NF- κB 

 

La translocation nucléaire de NF-κB a été évaluée par une technique de retard sur gel 

« Electromobility Shift Assay ou EMSA ».  

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été ensemencées dans des flacons de 75 cm2 

pendant 48 h avant traitement. Après lavage au PBS (pH 7,4), les cellules ont été incubées à 37°C 

avec ou sans A77 1726 (100 µM) pendant 24 h et stimulées par l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 

dernières heures d’incubation. Le retard sur gel a été réalisé grâce à un kit « DIG GEL SHIFT » 

(Roche diagnostics). L’expérience se déroule ainsi : les cellules sont récupérées, lavées dans du 

PBS froid et remises en suspension dans du tampon de lyse (10 mM HEPES pH 7,9 ; 1.5 mM 

MgCl2 ;10 mM KCl ; 0,5 mM dithiothreitol ; 0,2 mM PMSF, inhibiteurs de protéase Complete 

Mini ; 0,5% Nonidet P-40). Puis le lysat est centrifugé (2000 g, 10 min à 4°C) et remis en 

suspension dans un tampon d’extraction nucléaire (20 mM HEPES pH 7,9 ; 420 mM NaCl ; 1,5 

mM MgCl2 ; 10 mM KCl ; 15% glycerol ; 0,2 mM EDTA ; 0,5 mM dithiothreitol ; 0,2 mM PMSF, 

inhibiteurs de protéase Complete Mini). Le lysat est ensuite centrifugé (13000 g, 10 min à 4°C) et 

le surnageant est collecté. La concentration en protéine est déterminée par la méthode de Bradford. 

Puis, 10 µg de protéines nucléaires sont incubées avec une sonde spécifique de NF-κB (Boyault et 

al., 2001) marquée par de la digoxigénine en accord avec les instructions du constructeur. Les 

échantillons sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide 5% et la migration a lieu dans du 

tampon TBE 0,5X. Les protéines nucléaires et les complexes protéines-oligonucléotides sont 

ensuite transférés sur une membrane en nylon et incubés en présence d’anticorps polyclonaux de 

chèvre anti-digoxigénine couplés à une phosphatase alcaline. La révélation se fait par incubation de 

la membrane dans un réactif de chimiluminescence CSPD® puis par exposition sur un film 

autoradiographique. Les bandes spécifiques de NF-κB sont confirmées par compétition avec une 

sonde non marquée incubée 100 fois en excès et qui donne une bande de faible intensité. 
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VIII / ANALYSE QUANTITATIVE DES MAP KINASES : 

PHOSPHO-ERK1/ERK2, PHOSPHO-JNK ET PHOSPHO-p38α 

HUMAINES 

 

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été cultivées dans des flacons de culture de 25 

cm2 pendant 48 h avant traitement. Après lavage au PBS (pH 7,4), les cellules ont été incubées à 

37°C avec ou sans A77 1726 à la concentration de 100 µM pendant 24 h, puis stimulées par l’IL-1β 

(1 ng/ml) pendant différents temps supplémentaires (5 min, 15 min, 30 min, 1 h et 6 h). Les cellules 

(106) ont ensuite été homogénéisées dans du tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéases 

et de phosphatases conformément au protocole du constructeur (R&D Systems).  

Avant l’expérience, une plaque 96 puits a été recouverte avec 100 µl par puits d’anticorps 

spécifiques d’ERK, de p38 et de JNK (4 µg/ml) pendant la nuit à température ambiante. Cet Ac lie 

la protéine non phosphorylée et phosphorylée. Après trois lavages (400 µl/puits de tampon de 

lavage) et incubation du tampon de blocage (300 µl/puits) pendant 1-2 h à température ambiante, 

100 µl d’échantillons dilués six fois sont ajoutés dans chaque puits et incubés 2 h à température 

ambiante. Après lavages, un Ac biotinylé spécifique de chaque MAPkinase est rajouté dans les puits 

pour détecter seulement la forme phosphorylée de chaque MAPkinase. Après 2 h d’incubation, la 

streptavidine couplée à une peroxydase (HRP) est ajoutée dans chaque puits pendant 20 min. Après 

lavages, 100 µl de substrat sont ajoutés pendant 20 min. La réaction est arrêtée par une solution 

d’acide sulfurique 2N et la plaque est lue à 450 nm. 

La plaque a été lavée trois fois avec 400 µl de tampon de lavage, puis du tampon de blocage 

(300 µl) a été rajouté dans chaque puits pendant 1-2 h à température ambiante.  

Les lysats cellulaires ont été centrifugés à 2000g pendant 5 min, puis les surnageants ont été 

dilués six fois. La détection de phospho-ERK1/ERK2, phospho-JNK ou phospho-p38α a été 

réalisée selon les instructions du constructeur (R&D Systems). 

 

IX / ANALYSES STATISTIQUES 

La médiane et les déviations standard (DS) ont été calculées avec le programme Excel 

(Microsoft Office, Version 2000). 

Les analyses statistiques de différences entre les résultats concernant les cellules traitées et 

les cellules témoins ont été réalisées par des analyses de variance (ANOVA) en utilisant StatView 
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Version 5.0 (SAS Institute Inc, Cary, North Carolina). Une valeur de variance inférieure à 0,05 

(p<0,05 ; Fisher’s PLSD test) a été considérée comme significative.  
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I / RESULTATS DES EXPERIENCES REALISEES AVEC LA 

DIOSGENINE 

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

d’interventions chirurgicales sur les articulations de patients atteints de PR. Les cellules sont mises 

en culture dans du DMEM contenant 10% de SVF. Après 3 passages, les cellules synoviales ont un 

aspect morphologique de fibroblastes en microscopie optique (figure A1).  

 

 

 

Figure A1 : Observation en microscopie optique (X 200) d’une culture de synoviocytes humains 

de type B de PR au 3ème 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 cultivées dans du milieu contenant 10% de SVF 

avant d’être traitées par la diosgénine à la concentration de 10 à 80 µM pendant 24 à 96 h afin de 

déterminer l’effet de cette molécule sur la prolifération cellulaire par rapport à un témoin non traité. 

La prolifération cellulaire est estimée par le test au MTT. Les résultats montrent que les 

concentrations de 40 et 80 µM de diosgénine provoquent une diminution importante de la 

prolifération cellulaire, plus particulièrement après 24 h de traitement avec 40 µM de diosgénine où 

le pourcentage d’inhibition est de 76% (p<0,05) (figure RI-1). Comme le pourcentage d’inhibition 

de la prolifération n’augmentait que très peu à la concentration de 80 µM (79%, p<0.05) (figure RI-

1), nous avons choisi la concentration de 40 µM pour la suite de l’étude. 
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Figure RI-1 : Effet de la diosgénine sur la prolifération des cellules synoviales fibroblastiques 

de polyarthrite rhumatoïde. Les cellules ont été cultivées dans du milieu contenant 10% de SVF 

pendant 48 h, puis incubées (temps 0) pendant 24 à 96 h avec de la diosgénine (10-80 µM). La 

prolifération des cellules synoviales a été évaluée par le test au MTT. Les expériences ont été 

réalisées sur les cellules synoviales de 6 patients atteints de PR. Les valeurs sont les moyennes ± 

DS obtenues à partir des cultures réalisées pour chaque condition (n=12). ∗ Une valeur de p<0,05 

a été considérée comme significative par rapport au contrôle. DO = densité optique. 
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L’observation directe en microscopie optique permet également de voir que les cellules 

synoviales fibroblastiques traitées par 40 µM de diosgénine présentent plusieurs différences 

morphologiques par rapport aux cellules contrôles (figure RI-2A). La figure RI-2 montre une 

réduction de la taille des cellules, une condensation du cytoplasme et l’apparition de filaments 

cytoplasmiques après traitement par la diosgénine (40 µM) pendant 24, 48 et 72 h (figures RI-2B, C 

et D respectivement) par rapport aux cellules contrôles (figure RI-2A). 

 

 

 

Figure RI-2 : Modifications morphologiques des cellules synoviales fibroblastiques de 

polyarthrite rhumatoïde traitées avec de la diosgénine. Les cellules ont été incubées avec de la 

diosgénine (40 µM) pendant 24 h (B), 48 h (C) et 72 h (D), ou sans diosgénine (A). 

Grossissement x 400. 
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C / ANALYSE DE LA CHUTE DE POTENTIEL MEMBRANAIRE MI TOCHONDRIAL 
(∆Ψm) 
 

Pour essayer de comprendre les mécanismes par lesquels la diosgénine inhibe la 

prolifération des cellules synoviales fibroblastiques de PR, nous avons étudié son effet sur le 

potentiel membranaire mitochondrial (∆ψm) car les altérations de la structure et de la fonction 

mitochondriales peuvent être le déclenchement du processus apoptotique. La chute du ∆ψm a été 

analysée sur les cellules synoviales fibroblastiques après 24 h de traitement par la diosgénine (40 

µM) à l’aide de la sonde JC-1. La fluorescence obtenue indique les différences de ∆ψm entre les 

cellules traitées et les cellules contrôles. La fluorescence observée dans la figure RI-3 montre que la 

diosgénine induit une diminution du ∆ψm, caractérisée par l’incorporation des monomères de JC-1 

dans les mitochondries (fluorescence verte, figure RI-3B), comparée à la formation d’agrégats de 

JC-1 à haut potentiel membranaire dans les cellules contrôles (fluorescence rouge, figure RI-3A). 

D’autre part, la morphologie des cellules synoviales fibroblastiques traitées a été observée 

en microscopie à fluorescence après marquage au DAPI, qui permet d’évaluer la condensation du 

noyau des cellules et donc d’évaluer l’apoptose. Le traitement par diosgénine (40 µM pendant 24 h) 

altère la perméabilité membranaire nucléaire comme on peut l’observer sur la figure RI-3B avec 

une localisation nucléaire du DAPI, en comparaison aux cellules non traitées sur la figure RI-3A. 
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A BA B

 

 

Figure RI-3 : Analyse du potentiel de membrane mitochondrial (∆ψm) après traitement par la 

diosgénine. Les cellules synoviales fibroblastiques de PR ont été cultivées dans du milieu 

contenant 10% de SVF pendant 48 h, puis traitées (B) ou non (A) avec 40 µM de diosgénine. 

∆ψm a été étudié après 24 h de traitement avec le cation JC-1 lipophilique formant des agrégats 

en fonction du potentiel. Une fluorescence rouge (A) représente les mitochondries avec un 

potentiel de membrane intacte, alors que la fluorescence verte (B) représente un ∆ψm 

mitochondrial altéré avec impossibilité pour les mitochondries de concentrer la sonde JC-1. Le 

marquage au DAPI (4’,6- diamidino-2-phenylindole) montre que la diosgénine altère la 

perméabilité membranaire nucléaire, matérialisé par la localisation nucléaire du DAPI (B, 

flèches blanches) en comparaison avec les cellules non traitées (A). Les photographies ont été 

prises avec un microscope Nikon ECLIPSE E800 (grossissement x400). Une seule des 3 

expériences réalisées à partir de 3 patients souffrant de PR est montrée. 

 

D / ETUDE DE L’ACTIVITE CASPASE-3 
 

Les cystéine protéases nommées caspases ont un rôle majeur dans l’apoptose, notamment la 

caspase-3 qui est plus particulièrement impliquée dans l’exécution de l’apoptose. Dans notre étude, 

l’activité de la caspase-3 a été analysée sur les cellules synoviales fibroblastiques traitées ou non par 

la diosgénine (40 µM) pendant 24 et 48 h. Les résultats montrent que l’activité de la caspase-3 est 

significativement augmentée au cours du temps (2 fois à 24 h et 2,6 fois à 48 h dans les cellules 

traitées par la diosgénine par rapport aux cellules témoins, p<0,05) (figure RI-4). 
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Figure RI-4 : Effets de la diosgénine sur l’activation de la caspase-3 dans les cellules synoviales 

fibroblastiques de PR. Après 48 h d’adhérence, les cellules ont été cultivées dans du milieu 

contenant 10% de SVF et traitées ou non par 40 µM de diosgénine pendant 24 et 48 h. L’activité 

de la caspase-3 a été mesurée avec un substrat de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC) en accord avec 

les instructions du constructeur (voir « Matériel et méthodes »). Ac-DEVD-CHO correspond à 

un inhibiteur non spécifique de caspase. Les valeurs représentent la moyenne ± DS de 3 

expériences réalisées à partir de 3 patients souffrant de PR et sont exprimées en unité relative de 

fluorescence (URF). Une valeur de p∗,# < 0,05 a été considérée comme significative en 

comparaison avec les contrôles. 

 

E / ANALYSE DE LA FRAGMENTATION DE L’ADN 
 

L’apoptose a également été évaluée en étudiant la fragmentation de l’ADN qui est un 

évènement se produisant lors de la dernière étape de l’apoptose avant que les cellules ne se divisent 

en plusieurs corps apoptotiques ensuite phagocytés par les cellules environnantes. 

La fragmentation de l’ADN a été étudiée sur les cellules synoviales fibroblastiques traitées ou 

non par la diosgénine (40 µM) pendant 24 et 48 h à l’aide d’une technique ELISA. Les résultats 
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montrent que la fragmentation de l’ADN est respectivement augmentée de 7 et 19 fois (p<0,05) 

pour les cellules traitées pendant 24 h et 48 h, comparées aux cellules contrôles. Le tableau RI-1 

montre la fragmentation de l’ADN au cours du traitement. Le ratio apoptotique, qui est le rapport 

de la fragmentation de l’ADN des cellules traitées sur celle des cellules témoins, indique que la 

diosgénine induit une forte génération d’oligonucléosomes (tableau RI-1). 

 

Tableau RI-1 : fragmentation de l’ADN dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR après 

traitement par la diosgénine. 

 

Temps (h) 24 48

Contrôle 1 1

Diosgénine 7,0 ± 1,4 ∗ 19,0 ± 3,8 #

L’apoptose a été quantifiée sur les cellules adhérentes et flottantes à l’aide d’une 
technique ELISA (voir Matériel et méthodes). Les valeurs données dans le tableau 
représentent le ratio apoptotique, soit le rapport de la  fragmentation de l’ADN des 
cellules traitées et des cellules témoins. Les données sont exprimées en moyennes ±
DS à partir de 3 expériences réalisées avec 3 patients souffrant de PR.
Un valeur de p∗ ou # < 0.05 a été considérée comme significative par rapport au 
contrôle.

Temps (h) 24 48

Contrôle 1 1

Diosgénine 7,0 ± 1,4 ∗ 19,0 ± 3,8 #

L’apoptose a été quantifiée sur les cellules adhérentes et flottantes à l’aide d’une 
technique ELISA (voir Matériel et méthodes). Les valeurs données dans le tableau 
représentent le ratio apoptotique, soit le rapport de la  fragmentation de l’ADN des 
cellules traitées et des cellules témoins. Les données sont exprimées en moyennes ±
DS à partir de 3 expériences réalisées avec 3 patients souffrant de PR.
Un valeur de p∗ ou # < 0.05 a été considérée comme significative par rapport au 
contrôle.
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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 aurait plutôt un rôle anti-apoptotique dans les 

cellules cancéreuses, plus particulièrement dans le cancer du colon (Tsujii et al., 1995). Cependant 

les effets de COX-2 et de la PGE2 dans la régulation de l’apoptose pourraient varier selon le type 

cellulaire. En effet, de façon contradictoire, il existe une relation entre apoptose et COX-2 pour les 

chondrocytes et les synoviocytes (Pelletier et al., 2001 ; Jovanovic et al., 2002). 

Dans le cadre des synoviocytes de type B et de nos conditions de culture, les résultats 

montrent que la diosgénine à 40 µM induit l’expression de COX-2 (figure RI-5). La surexpression 

de COX-2 est corrélée à une augmentation de l’activité COX-2, puisque la production de PGE2 est 

augmentée au cours du temps après traitement par la diosgénine : 2,3 et 4,7 fois à 24 et 48 h 

respectivement en comparaison avec les cellules contrôles (p<0,05) (figure RI-6). 
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Figure RI-5 : Analyse de l’expression de COX-2 par western blot dans les cellules synoviales 

fibroblastiques de PR. Les cellules ont été cultivées sans traitement (pistes 1 et 5, contrôles à 24 

et 48 h respectivement) ou ont été incubées avec 40 µM de diosgénine pendant 24 h (piste 2) ou 

48 h (piste 3) ou avec de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant 24 h (piste 4). Les protéines ont été extraites, 

puis soumises à une analyse par western blot. Les expressions de la COX-2 et de la β-actine ont 

été mesurées à l’aide d’anticorps de souris anti-COX-2 et anti-β-actine humaines, comme décrit 

dans Matériel et méthodes. Chaque bande a été quantifiée par analyse densitométrique. La figure 

montre les résultats d’une des trois expériences réalisées à partir de trois patients souffrant de 

PR. 
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Figure RI-6 : Effets de la diosgénine sur la production de prostaglandine E2 (PGE2) par les 

cellules synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules ont été cultivées dans du milieu contenant 

10% de SVF pendant 48 h et ensuite traitées ou non par 40 µM de diosgénine pendant 24 et 48 h. 

Le taux de PGE2 dans le milieu de culture a été mesuré par méthode immuno-enzymatique. Les 

expériences ont été réalisées à partir des cellules synoviales de 4 patients souffrant de PR. Les 

données représentent les moyennes ± DS des 4 expériences. ∗, # Une valeur de p < 0, 05 a été 

considérée comme significative en comparaison avec les cellules contrôles. 

 

Pour compléter ces résultats, nous avons cherché à savoir si COX-2 était directement 

associée à l’apoptose des cellules synoviales fibroblastiques induite par la diosgénine. Pour cela, 

nous avons réalisé des expériences avec un inhibiteur spécifique de l’activité de COX-2 et analysé 

le niveau de fragmentation de l’ADN après traitement par diosgénine. Nous avons examiné quels 

pouvaient être les effets de la PGE2 exogène sur l’apoptose des synoviocytes toujours induite par la 

diosgénine. Enfin, nous avons recherché un éventuel effet synergique de l’induction de COX-2 par 

l’IL-1 β sur la fragmentation de l’ADN après traitement par la diosgénine. 
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G / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGE 2 ENDOGENE DANS L’APOPTOSE 
INDUITE PAR LA DIOSGENINE DES CELLULES SYNOVIALES 
FIBROBLASTIQUES 
 

Nos résultats montrent que le célécoxib rajouté dans le milieu de culture avant le traitement 

par la diosgénine inhibe l’activité de COX-2 : la production de PGE2 est diminuée de 73% et 95% 

(p<0,05) à 24 et 48 h respectivement par rapport aux cellules contrôles traitées seulement avec la 

diosgénine (tableau RI-2).  

 

Tableau RI-2 : Effet de la diosgénine sur la production de PGE2 après inhibition ou induction de 

la COX-2 dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR. 

 

Temps (h) 24 48

Diosgénine 3,15± 0,7 5,71± 1,79

Célécoxib + Diosgénine 0,86± 0,16
∗

0,29± 0,08
#

IL-1 β + Diosgénine 120,40± 17,44∗ 792,24± 56,33#

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été préincubées avec ou sans célécoxib (1 µM) ou IL-
1β (1 ng/ml) pendant 4 h, puis 40 µM de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 et 48 h. La 
concentration de PGE2 a été mesurée par technique immuno-enzymatique et est exprimée en 
ng/ml pour 105 cellules. Les données représentent les concentrations moyennes ± DS de PGE2
de 3 expériences différentes à partir des cellules synoviales  de 3 patients souffrant de PR. Dans 
les autres conditions, les concentrations de PGE2 à 24 et 48 h respectivement, étaient de 1,39 ±
0.41 et 1,21 ± 0,26 pour le milieu de culture seul; 0,73 ± 0,19 et 0,66 ± 0,12 pour le célécoxib
seul; et 20,26 ± 3,19 et 17,42 ± 3,03 pour l’IL-1β seule. ∗,#Une valeur de p<0,05 a été considérée 
comme significative en comparaison aux résultats obtenus avec la diosgénine seule.

Concentration de PGE2

Temps (h) 24 48

Diosgénine 3,15± 0,7 5,71± 1,79

Célécoxib + Diosgénine 0,86± 0,16
∗

0,29± 0,08
#

IL-1 β + Diosgénine 120,40± 17,44∗ 792,24± 56,33#

Les cellules synoviales fibroblastiques ont été préincubées avec ou sans célécoxib (1 µM) ou IL-
1β (1 ng/ml) pendant 4 h, puis 40 µM de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 et 48 h. La 
concentration de PGE2 a été mesurée par technique immuno-enzymatique et est exprimée en 
ng/ml pour 105 cellules. Les données représentent les concentrations moyennes ± DS de PGE2
de 3 expériences différentes à partir des cellules synoviales  de 3 patients souffrant de PR. Dans 
les autres conditions, les concentrations de PGE2 à 24 et 48 h respectivement, étaient de 1,39 ±
0.41 et 1,21 ± 0,26 pour le milieu de culture seul; 0,73 ± 0,19 et 0,66 ± 0,12 pour le célécoxib
seul; et 20,26 ± 3,19 et 17,42 ± 3,03 pour l’IL-1β seule. ∗,#Une valeur de p<0,05 a été considérée 
comme significative en comparaison aux résultats obtenus avec la diosgénine seule.

Concentration de PGE2

 

 

La fragmentation de l’ADN a été étudiée dans les mêmes conditions. Le pré-traitement des 

cellules synoviales par le célécoxib avant le traitement à la diosgénine diminue la production de 

mononucléosomes et d’oligonucléosomes de 47% et 46% à 24 et 48 h respectivement (p<0,05), par 

rapport aux cellules contrôles traitées par diosgénine seule (figure RI-7A). Inversement, la PGE2 

exogène n’a pas les mêmes effets que la PGE2 endogène. En effet, l’addition de 10 µM de PGE2 

exogène seule ou en présence de célécoxib avant traitement par la diosgénine réduit la 

fragmentation de l’ADN par rapport aux cellules contrôles (figure RI-7B) et n’inverse pas le 

phénomène. 
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Figure RI-7 : Effet de le diosgénine (Dios) sur la fragmentation de l’ADN après incubation avec 
le célécoxib (CX) (A) ou après addition de PGE2 exogène (B). (A) Les cellules synoviales 
fibroblastiques de PR ont été pré-incubées avec ou sans CX (1 µM) pendant 4 h, puis 40 µM de Dios ont été rajoutés 
pendant 24 ou 48 h. Les mesures ont été réalisées sur les cellules synoviales de 4 patients souffrant de PR. Les 
données représentent les moyennes ± DS des 4 expériences. ∗, # Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme 
significative en comparaison avec les cellules contrôles traitées par Dios seule. (B) Les cellules ont été pré-incubées 
avec ou sans CX (1 µM) en présence ou en l’absence de PGE2 exogène (10 nM) pendant 4 h, puis traitées par 40 µM 
de Dios pendant 24 h supplémentaires. Les mesures ont été faites sur les cellules synoviales de 4 patients souffrant 
de PR. Les données représentent les moyennes ± DS des 4 expériences. ∗Une valeur de p < 0, 05 a été considérée 
comme significative en comparaison avec les cellules contrôles traitées par Dios seule. DO : densité optique. 
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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 -1ββββ 

 

La stimulation des cellules synoviales fibroblastiques de PR par l’IL-1β avant traitement par 

diosgénine augmente de façon très importante l’activité de COX-2. En effet, la synthèse de PGE2 

est multipliée par 38 et 139 (p<0,05) à 24 et 48 h respectivement, par rapport aux cellules traitées 

par diosgénine seule (tableau RI-2).  

La stimulation des cellules synoviales fibroblastiques par l’IL-1β seule n’a aucun effet sur 

l’apoptose (figure RI-8). Par contre, la fragmentation de l’ADN est augmentée de façon 

significative après stimulation des cellules synoviales par l’IL-1β puis traitement par la diosgénine 

(2,7 et 3,6 fois à 24 et 48 h respectivement, p<0,05) par rapport aux cellules traitées par diosgénine 

seule (figure RI-8). 
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Figure RI-8 : Effet de la diosgénine sur la fragmentation de l’ADN après stimulation par l’IL-

1β. Les cellules synoviales fibroblastiques de PR ont été pré-incubées avec ou sans IL-1β (1 

ng/ml) pendant 4 h, puis 40 µM de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 ou 48 h. Les mesures 

ont été réalisées sur les cellules synoviales de 4 patients souffrant de PR. Les données sont 

exprimées en moyennes ±DS des 4 expériences. ∗,# Une valeur de p<0,05 a été considérée 

comme significative en comparaison avec les cellules traitées par diosgénine seule. DO : densité 

optique. 
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I / 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 fibroblastiques de la membrane synoviale produisent de 

l’IL-6 et de l’IL-8, deux cytokines pro-inflammatoires participant à la physiopathologie de ce 

rhumatisme inflammatoire. D’autre part, dans la littérature, la production de cytokines pro-

inflammatoires peut être augmentée au cours de l’apoptose dans d’autres types cellulaires. 

Dans notre modèle de culture de cellules synoviales fibroblastiques, nous avons voulu 

étudier les effets de la diosgénine sur la production d’IL-6 et d’IL-8. Les résultats montrent que 

seule la production d’IL-8 (figure RI-9B) est significativement augmentée après 48 h de traitement 

par la diosgénine (taux multiplié par 3,3 ; p<0,05) en comparaison aux cellules contrôles non 

traitées avec la diosgénine (figure RI-9A). 

D’autre part, la diosgénine a un effet synergique avec l’IL-1β sur la production d’IL-8 par 

les cellules synoviales (figure RI-9B), ce qui n’est pas le cas avec l’IL-6 (figure RI-9A). La 

production d’IL-8 stimulée par l’IL-1β est augmentée de 1,5 et 2,2 fois (p<0,05) après traitement 

par la diosgénine pendant 24 et 48 h respectivement, en comparaison avec les cellules traitées par 

l’IL-1 β seule (figure RI-9B). 
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Figure RI-9 : Effet de la diosgénine sur la production d’IL-6 (A) et d’IL-8 (B) par les cellules 

synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules ont été stimulées ou non par l’IL-1β (1 ng/ml) 

pendant 4 h, puis 40 µM de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 ou 48 h. Les contrôles sont 

les cellules non stimulées. Les concentrations d’IL-6 et d’IL-8 ont été déterminées dans les 

surnageants de culture par technique ELISA. Les mesures ont été réalisées à partir des cellules 

de 3 patients souffrant de PR. Les données sont exprimées en moyennes ±DS des 3 expériences. 
# Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison avec les cellules 

contrôles et ∗∗, ## une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison avec 

les cellules stimulées par l’IL-1β uniquement. 
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II / 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 à contraste de phase montre que les cellules synoviales 

traitées avec 100 µM d’A77 1726 dans du milieu contenant 10% de SVF n’ont aucune différence 

morphologique lorsqu’elles sont comparées aux cellules contrôles non traitées (figure RII-1A). La 

fragmentation de l’ADN a été étudiée dans les mêmes conditions de culture : il n’y a pas 

d’augmentation de la production de mono- et oligonucléosomes après traitement avec l’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 cytokines pro-inflammatoires comme le 

TNF-α, l’IL-1 β et l’IL-6 dans des cultures de cellules synoviales (Burger et al., 2003 ; Cutolo et al., 

2003) et au contraire augmente le taux d’IL-1Ra (Deage et al., 1998 ; Palmer et al., 2004). L’A77 

1726 semble donc faire pencher la balance du côté de la production des facteurs anti-inflammatoires 

en diminuant la synthèse des facteurs pro-inflammatoires. Ainsi, nous avons choisi d’étudier les 

effets de l’A77 1726 sur d’autres molécules anti-inflammatoires comme le sTNFRI et l’IL-10 et sur 

la production d’autres facteurs pro-inflammatoires : l’IL-8, l’IL-15, l’IL-18 et l’IL-11, bien que le 

rôle exacte de l’IL-11 reste encore un sujet de controverse. C’est pour cette raison que nous avons 

choisi de décrire séparément les effets de l’A77 1726 sur la synthèse de l’IL-11. Dans le même 

temps, nous avons confirmé les effets de l’A77 1726 sur l’IL-6 et l’IL-1Ra dans notre modèle de 

culture de cellules synoviales de PR. 
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Figure RII-1  : (A) Photographies (grossissement × 400) des cellules synoviales fibroblastiques 

de PR traitées ou non avec l’A77 1726 (100 µM) et (B) quantification de l’apoptose par 

technique ELISA (kit « Cell Death Detection ELISAPLUS ») basée sur la fragmentation de 

l’ADN. Les cellules ont été incubées avec ou sans A77 1726 à la concentration de 100 µM 

pendant 24 h. Les données sont exprimées en moyennes ±DS des 3 expériences réalisées à partir 

des cellules synoviales de 3 patients souffrant de PR. Une seule des 3 expériences est présentée. 
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Nos résultats sont les suivants : 

� L’IL-1 β (1 ng/ml) augmente de façon importante la sécrétion d’IL-10 (+ 311% versus les 

cellules contrôles non stimulées, p<0,05), mais également celle d’IL-1Ra et celle de sTNFRI (+ 

54% et + 47% respectivement versus les cellules contrôles non stimulées, p<0,05) (figure RII-2). 

 

� En présence d’A77 1726, les résultats montrent des effets différentiels dépendants de la 

concentration utilisée. Les effets de l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-10 stimulée par l’IL-1β sont 

dose-dépendants : les faibles concentrations (0,01 à 10 µM) provoquent une diminution de la 

sécrétion d’IL-10 (- 28% à – 80% respectivement versus les cellules stimulées par l’IL-1β, 

p<0,05) ; alors que les fortes concentrations (50 et 100 µM) entraînent une augmentation très 

importante de l’IL-10 (+ 137% et + 359% respectivement versus les cellules stimulées par l’IL-1β, 

p<0,05) (figure RII-2). Concernant les deux autres cytokines anti-inflammatoires, IL-1Ra et 

sTNFRI, l’A77 1726 (de 0,1 à 100 µM) augmente la sécrétion d’IL-1Ra (+ 149% à + 371% 

respectivement versus les cellules stimulées par l’IL-1β, p<0,05) et par contre n’a pas d’effet sur la 

libération de sTNFRI induite par l’IL-1β quelle que soit la concentration utilisée (figure RII-2). 

 

� Comme cela a été décrit dans la littérature, l’IL-1β augmente la sécrétion d’IL-6 et d’IL-

8 dans nos conditions de culture de cellules synoviales fibroblastiques de PR. L’A77 1726 est 

responsable d’une inhibition de la sécrétion d’IL-6 dose-dépendante : de -11% à 1 µM jusqu’à -41% 

à 100 µM versus les cellules stimulées par l’IL-1β (p<0,05) (figure RII-3). D’autre part, nous 

observons à nouveau des effets différentiels de l’A77 1726 sur la sécrétion de l’IL-8. En effet, 

l’A77 1726 augmente la sécrétion d’IL-8 à 0,1 , 1 et 10 µM (+124%, +130% et +66% 

respectivement versus les cellules stimulées par l’IL-1β, p<0,05) et n’a aucun effet sur le taux d’IL-

8 à 50 et 100 µM (figure RII-3). 

 

� Pour l’IL-15 et l’IL-18, ces deux cytokines n’ont pas été détectées dans le surnageant de 

culture des cellules synoviales, même après stimulation par l’IL-1β. 
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Figure RII-2  : Effet de l’A77 1726 sur la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-

1Ra et sTNFRI) par les cellules synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules ont été incubées 

ou non avec l’A77 1726 (0,01 à 100 µM) pendant 24 h et stimulées avec de l’IL-1β (1 ng/ml) 

pendant les 6 dernières heures d’incubation. Les conditions contrôles sont les cellules non 

traitées et les cellules uniquement stimulées avec de l’IL-1β. Les concentrations d’IL-10, d’IL-

1Ra et de sTNFRI ont été déterminées par technique ELISA dans les surnageants de culture des 

cellules synoviales obtenues à partir de 3 patients souffrant de PR. Les données sont exprimées 

en moyennes ±DS des 3 expériences. ∗Une valeur de p<0,05 a été considérée comme 

significative en comparaison avec les cellules contrôles non traitées et # une valeur de p<0,05 a 

été considérée comme significative en comparaison avec les cellules stimulées par l’IL-1β 

uniquement. 
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Figure RII-3  : Effet de l’A77 1726 sur la sécrétion de l’IL-6 (cytokine pro-inflammatoire) et de 

l’IL-8 (chémokine) par les cellules synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules ont été 

incubées ou non avec de l’A77 1726 pendant 24 h et stimulées avec de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant 

les 6 dernières heures d’incubation. Les contrôles sont représentés par les cellules non traitées et 

les cellules uniquement stimulées par l’IL-1β. Les concentrations d’IL-6 et d’IL-8 ont été 

déterminées par technique ELISA dans les surnageants de culture des cellules synoviales 

obtenues à partir de 3 patients souffrant de PR. Les données sont exprimées en moyennes ±DS 

des 3 expériences. ∗Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison 

avec les cellules contrôles non traitées et # une valeur de p<0,05 a été considérée comme 

significative en comparaison avec les cellules stimulées par l’IL-1β uniquement. 

 

� Concernant l’IL-11, nos résultats montrent que l’IL-1β augmente de façon importante sa 

sécrétion (+274% versus les cellules contrôles non stimulées, p<0,05) (figure RII-4). L’A77 1726 à 

faibles concentrations (0,1 à 10 µM) augmente la sécrétion d’IL-11 en présence d’IL-1β. Par contre, 

les fortes doses (50 et 100 µM) diminuent de façon significative la sécrétion d’IL-11 stimulée par 

l’IL-1 β (-60% pour 50 et 100 µM versus les cellules stimulées par l’IL-1β, p<0,05) (figure RII-4). 
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Figure RII-4 : Effet de l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-11 par les cellules synoviales 

fibroblastiques de PR. Les cellules ont été incubées ou non avec de l’A77 1726 pendant 24 h et 

stimulées avec de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures d’incubation. Les contrôles 

sont représentés par les cellules non traitées et les cellules uniquement stimulées par l’IL-1β. Les 

concentrations d’IL-11 ont été déterminées par technique ELISA dans les surnageants de culture 

des cellules synoviales obtenues à partir de 3 patients souffrant de PR. Les données sont 

exprimées en moyennes ±DS des 3 expériences. ∗Une valeur de p<0,05 a été considérée comme 

significative en comparaison avec les cellules contrôles non traitées et # une valeur de p<0,05 a 

été considérée comme significative en comparaison avec les cellules stimulées par l’IL-1β 

uniquement. 

 

� Nous avons ensuite cherché à savoir si l’inhibition de l’IL-11 par les fortes doses d’A77 

1726 était liée à l’inhibition de la synthèse de pyrimidine, mécanisme d’action bien décrit de l’A77 

1726. Pour ce faire, nous avons rajouté dans les cultures des cellules synoviales de l’uridine de 

manière à annuler l’effet inhibiteur de l’A77 1726. Les résultats montrent que l’inhibition de la 

sécrétion d’IL-11 par l’A77 1726 (100 µM) n’est pas significativement modifiée par 200 µM 

d’uridine (figure RII-5A). 

Par contre, l’augmentation de la sécrétion d’IL-10 provoquée par l’A77 1726 (100 µM) est 

annulée par l’addition d’uridine (200 µM) dans le milieu de culture (-41% versus A77 1726 + IL-

1β, p<0,05) (figure RII-5B). 
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Figure RII-5  : Effet de l’A77 1726 sur la sécrétion de l’IL-11 (A) et de l’IL-10 (B) en présence 
d’uridine. Les cellules synoviales fibroblastiques ont été incubées pendant 30 min avec de l’uridine (200 µM), 
avant de rajouter de l’A77 1726 (100 µM) pendant 24 h et de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures 
d’incubation. Les contrôles sont représentés par les cellules non traitées et les cellules uniquement stimulées par 
l’IL-1 β. Les concentrations d’IL-11 et d’IL-10 ont été déterminées par technique ELISA dans les surnageants de 
culture des cellules synoviales obtenues à partir de 3 patients souffrant de PR. Les données sont exprimées en 
moyennes ±DS des 3 expériences. ∗Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison avec 
les cellules uniquement stimulées par l’IL-1β et # une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en 
comparaison avec les cellules traitées par A77 1726 et l’IL-1β. 
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C / ANALYSE DE L’EXPRESSION ET DE L’ACTIVITE DE COX -2 APRES 
TRAITEMENT DES CELLULES SYNOVIALES PAR L’A77 1726 

L’inflammation est associée à l’induction de COX-2, responsable de la synthèse des PGs. 

Les PGS et surtout la PGE2 sont des médiateurs lipidiques produits en quantité importante dans les 

sites inflammatoires et notamment dans la membrane synoviale des PR. 

La figure 6A montre que l’A77 1726 à la dose de 10 µM (piste 3) n’a aucune action sur 

l’expression de COX-2, en comparaison avec la stimulation par l’IL-1β responsable d’une nette 

augmentation de l’expression de COX-2 (piste 2). Par contre, l’A77 1726 à forte concentration (100 

µM) augmente l’expression de COX-2 (piste 4).  

Nous avons ensuite étudié l’activité de COX-2 dans nos conditions de culture, c'est-à-dire 

l’effet de l’A77 1726 sur la production de PGE2 en présence d’IL-1β. Les résultats montrent, après 

stimulation par l’IL-1β (1 ng/ml), que l’A77 1726 diminue la production de PGE2 de façon dose-

dépendante : -68% à 10 µM, -96% à 50 µM et -98% à 100 µM versus les cellules stimulées 

uniquement par l’IL-1β (p<0,05) (figure 6B,a). 

Pour les expériences suivantes, seule la concentration de 100 µM d’A77 1726 a été testée 

car cette concentration d’A77 1726 donnait les résultats les plus intéressants au regard des effets sur 

les différentes cytokines pro- et anti-inflammatoires étudiées. En effet dans nos conditions de 

culture des cellules synoviales fibroblastiques, 100 µM d’A77 1726 provoquaient une augmentation 

de la sécrétion d’IL-10 et d’IL-1Ra et une diminution de la production d’IL-6 et d’IL-11. D’autre 

part, la dose recommandée de léflunomide (ARAVA) chez l’homme est de 20 mg/j. A cette dose, 

le taux sérique d’A77 1726 à l’état d’équilibre varie de 25 à 45 µg/ml, soit de 92,5 à 166 µM 

(Williams et al., 2002). 

Nous avons ensuite observé l’évolution de la production dans le temps de PGE2 sous 

stimulation par l’IL-1β et sous traitement par A77 1726, et notamment sur de courtes périodes. Les 

courtes périodes d’incubation avec l’IL-1β entraînent une augmentation de la production de PGE2 : 

+166%, +125% et +77% après 5, 15 et 30 min versus les contrôles (milieu de culture seul) (p<0,05) 

(figure 6B,b). Par contre, cette augmentation de la production de PGE2 n’est plus observée à 1 h de 

stimulation par l’IL-1β (figure 6B,b). Après 6 h d’incubation avec l’IL-1β, la production de PGE2 

augmente à nouveau et ce de façon très importante : +532% versus les cellules contrôles non 

traitées (p<0,05) (figure 6B,b). Les effets de l’A77 1726 sur la production de PGE2 ont été étudiés 

sur ces différents temps de stimulation avec l’IL-1β. En dehors de la stimulation pendant 1h, l’A77 

1726 à la dose de 100 µM inhibe la production de PGE2 sur les différents temps de stimulation par 

l’IL-1 β : -72% après 5 min, -98% après 15 min, -81% après 30 min et -85% après 6 h de traitement 

par l’IL-1β (p<0,05) (figure 6B,b). 
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Figure RII-6  : Effet de l’A77 1726 sur l’expression de COX-2 (A) et la production de PGE2 (B) par les cellules 
synoviales fibroblastiques de PR. (A) Les cellules ont été cultivées avec du milieu seul pendant 24 h (piste 1), ou 
avec de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures (piste 2), ou avec 10 et 100 µM d’A77 1726 pendant 24 h 
et de l’IL-1 β pendant les 6 dernières heures d’incubation (pistes 3 et 4 respectivement). Un western blot a été 
réalisé avec les protéines extraites à partir des cellules. Les expressions de COX-2 et β-actine ont été estimées en 
utilisant des anticorps de souris anti-COX-2 et anti-β-actine humaines. Parmi les 4 expériences réalisées, une seule 
est représentée sur la figure. (B)(a) Les cellules ont été cultivées dans du milieu de culture avec 10% de SVF 
pendant 48 h, puis traitées ou non par A77 1726 pendant 24 h en rajoutant de l’IL-1β (1 ng/ml) les 6 dernières 
heures. Les contrôles sont les cellules non traitées et les cellules stimulées uniquement par l’IL-1β. (b) Production 
de PGE2 dans le temps. Les cellules ont été incubées ou non avec de l’A77 1726 (100 µM) pendant 24 h, puis 
stimulées par de l’IL-1β pendant différents temps. Les contrôles sont aussi les cellules non traitées et les cellules 
avec uniquement de l’IL-1β. Les taux de PGE2 ont été mesurés par méthode immuno-enzymatique dans le milieu de 
culture de cellules synoviales provenant de 4 patients. Les données sont exprimées en moyennes ± DS. ∗Une valeur 
de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison avec les cellules contrôles non traitées et # une 
valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en comparaison avec les cellules stimulées uniquement par 
l’IL-1 β. 



 

 

125 

D / EFFETS DE L’A77 1726 SUR L’ACTIVATION DE NF- κB ET DES MAP KINASES 
(ERK1/ERK2, p38α, JNK) 

L’expression et l’activité de COX-2, mais aussi la production des cytokines sont corrélées 

avec les activités des protéines de signalisation intracellulaire comme les MAP-kinases (ERKs, 

p38s et JNKs) et l’activation de NF-κB. En revanche, les relations entre les effets du léflunomide 

sur la production des cytokines et l’activation de ces différents facteurs de signalisation n’ont pas 

été étudiées dans le modèle de culture des cellules synoviales fibroblastiques. L’activation de NF-

κB étant un évènement clef dans les phénomènes inflammatoires et le léflunomide ayant des 

propriétés anti-inflammatoires, nous avons recherché si l’A77 1726 pouvait avoir un impact sur 

l’activation de NF-κB dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR. 

Nos résultats montrent que l’A77 1726 (100 µM) inhibe l’activation de NF-κB induite par 

l’IL-1 β (figure RII-7, piste 3) en comparaison avec les cellules traitées uniquement par l’IL-1β (1 

ng/ml) (figure RII-7, ligne 2). 
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Figure RII-7  : Effet de l’A77 1726 sur l’activation de NF-κB induite par l’IL-1β. Les cellules 

synoviales fibroblastiques de PR ont été cultivées dans du milieu de culture seul contenant 10% de SVF pendant 24 

h (piste 1) ou ont été incubées avec de l’IL-1β seule (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures (piste 2), ou traitées 

par A77 1726 (100 µM) pendant 24 h avec toujours de l’IL-1β pendant les 6 dernières heures d’incubation (piste 3). 

Les protéines nucléaires ont été extraites et 10 µg de chaque échantillon ont été utilisés pour évaluer la translocation 

nucléaire de NF-κB par une technique de retard sur gel « Electromobility Shift Assay ou EMSA ». Les complexes 

sont visualisés par autoradiographie. Contrôle positif = contrôle Oct2A donné par le constructeur (Roche 

Diagnostics) ; comp 100X = sonde non marquée concentrée 100 fois. Les expériences ont été réalisées 3 fois. Une 

seule des 3 expériences est présentée sur la figure. 
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Nous avons ensuite vérifié, dans nos conditions de culture, si l’activation des MAP-kinases 

pouvait être induite par l’IL-1β sur de courtes périodes de stimulation : 

- L’activation d’ERK1/ERK2 est maximale après 5 min de stimulation par l’IL-1β (3 fois 

versus les cellules contrôles non stimulées, p<0,05) et diminue ensuite (2,5 fois à 15 min en 

comparaison avec les cellules contrôles non stimulées, p<0,05) (figure RII-8A). Pour les 

stimulations avec l’IL-1β pendant 30 min, 1 h et 6 h, la phosphorylation d’ERK1/ERK2 diminue de 

façon proportionnelle au temps.  

- En ce qui concerne la phosphorylation de JNK et de p38α induite par l’IL-1β, l’effet 

maximal est observé après 15 min (respectivement 4 et 3,5 fois versus les cellules contrôles non 

stimulées, p<0,05) et diminue nettement après 30 min de traitement par l’IL-1β (respectivement 2,3 

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

 

Nous avons donc étudié les effets de l’A77 1726 sur l’activation d’ERK1/ERK2, JNK et 

p38α induite par différents temps de stimulation avec l’IL-1 β. Les résultats montrent : 

- L’A77 1726 (100 µM) n’a pas d’effet sur la phosphorylation d’ERK1/ERK2 en présence 

d’IL-1β versus les cellules traitées uniquement avec l’IL-1β (figure RII-8A). 

- L’A77 1726 induit une légère augmentation de la phosphorylation de JNK induite par l’IL-

1β (maximum 1,2 fois après stimulation par l’IL-1β pendant 30 min versus les cellules traitées avec 

l’IL-1 β seule, p<0,05) (figure RI-8B). 

- Par contre, l’A77 1726 est responsable d’une augmentation plus importante de la 

phosphorylation de p38α induite par l’IL-1β, qui est observée à tous les temps (1,3 fois après 5 min, 

1,3 fois après 15 min, 1,6 fois après 30 min, 1,7 fois après 1 h et 1,8 fois après 6 h versus les 

cellules traitées par IL-1β seule, p<0,05) (figure RII-8C).  
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Figure RII-8  : Quantification par ELISA d’ERK1/ERK2 (A), JNK (B) et p38α (C) 

phosphorylées dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR stimulées par l’IL-1β et traitées 

par A77 1726. Les cellules ont été incubées ou non avec 100 µM d’A77 1726 pendant 24 h, puis 

avec de l’IL-1β (1 ng/ml) pendant 5, 15, 30 min, 1 h et 6 h. Les contrôles sont représentés par les 

cellules non traitées et les cellules stimulées uniquement par l’IL-1β. Les cellules ont été lysées 

et les MAP-kinases phosphorylées ont été quantifiées avec des kits DuoSet IC (R&D Systems). 

Les kits DuoSet IC respectifs contiennent les réactifs et Ac nécessaires pour réaliser des 

techniques ELISA sandwich permettant de mesurer phospho-ERK1 (T202/Y204) et phospho-

ERK2 (T185/Y187), JNK1 et JNK2 phosphorylés en T183/Y185 et phospho-JNK3 

(T221/Y223), et phospho-p38α (T180/Y182) dans les lysats cellulaires. 

 

Les expériences ont été réalisées avec les cellules synoviales de 3 patients. Les données sont 

exprimées en moyennes ± DS. ∗Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en 

comparaison avec les cellules contrôles non traitées et # une valeur de p<0,05 a été considérée 

comme significative en comparaison avec les cellules stimulées uniquement par l’IL-1β. 
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Comme p38 semblait plus impliquée dans le mécanisme d’action du léflunomide, nous 

avons étudié les effets d’un inhibiteur sélectif de p38, le SB 203580, sur la sécrétion d’IL-10 et 

d’IL-11. Les différentes expériences ont été réalisées en présence d’IL-1β, mais aussi en présence 

de TNF-α compte tenu de son importance dans la physiopathologie de la PR et son rôle dans 

l’induction de la synthèse de différentes cytokines. Dans un premier temps, nous avons montré que, 

contrairement à l’IL-1β, le TNF-α ne stimulait pas la production d’IL-10 et d’IL-11 en comparaison 

avec les cellules contrôles non stimulées (figure RII-9A et B respectivement). L’A77 1726 (100 

µM) en présence de TNF-α augmente la sécrétion d’IL-10 (+107% versus les cellules avec du TNF-

α seul, p<0,05), mais n’a pas d’effet significatif sur la sécrétion d’IL-11. Le pré-traitement avec le 

SB 203580 (10 µM) inhibe totalement l’effet de l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-10 en présence 

d’IL-1β ou de TNF-α (figure RII-9A). D’autre part, le SB 203580 augmente l’effet inhibiteur de 

l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-11 et ceci uniquement en présence d’IL-1β (figure RII-9B). 
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Figure RII-9  : Effet d’un inhibiteur sélectif de p38 (SB 203580) sur la sécrétion d’IL-10 (A) et 
celle d’IL-11 (B) dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules ont été pré-incubées 
pendant 2 h avec 10 µM de SB 203580 avant de rajouter de l’A77 1726 (100 µM) pendant 24 h et de l’IL-1β ou du 
TNF-α (1 ng/ml) pendant les 6 dernières heures. La concentration d’IL-10 et d’IL-11 a été déterminée par technique 
ELISA dans les surnageants de culture des cellules synoviales obtenues à partir de 3 patients. Les données sont 
exprimées en moyennes ± DS des 3 expériences. ∗, #Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative en 
comparaison avec les cellules contrôles.  
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Bien que les mécanismes exacts conduisant à l’inflammation et à la destruction ostéo-

articulaire dans la PR ne soient pas connus, il existe au centre de cette maladie une activation 

inappropriée du système immunitaire. La cascade des évènements est complexe impliquant de 

multiples cellules immunitaires, des cytokines, dont l’activité aboutit à l’activation des acteurs 

cellulaires de l’articulation (synoviocytes, chondrocytes et ostéoclastes) eux mêmes responsables de 

la synthèse des molécules effectrices de la destruction articulaire. Un rôle central est actuellement 

attribué aux lymphocytes T qui seraient activés à la suite de la présentation d’un antigène 

arthritogène inconnu par les CPA et en particulier les cellules dendritiques. Les cellules T activées 

produisent une réponse de type Th1 avec synthèse d’IL-2, IFN-γ, TNF-α et GM-CSF. Rapidement, 

cet emballement cytokinique touche les synoviocytes avec synthèse de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1, TNF-α, IL-6). Il s’établit un déséquilibre entre la production de cytokines 

pro-inflammatoires et celle des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-1Ra, sTNFR) au 

profit des premières. L’IL-1 et le TNF-α vont stimuler la production des effecteurs de la destruction 

(MMPs, PGs, …), augmenter l’expression des molécules d’adhésion à la surface des cellules 

endothéliales et permettre ainsi la migration d’autres cellules immunitaires vers la synoviale. L’IL-6 

va jouer un rôle clef dans la différenciation des lymphocytes B en cellules sécrétant des anticorps. 

Le TNF-α joue un rôle crucial bien mis en évidence par l’efficacité spectaculaire des nouveaux 

traitements anti-TNF. Il favorise la synthèse des autres cytokines pro-inflammatoires et 

chimiokines, la production de MMPs, la prolifération des synoviocytes, l’angiogénèse et 

l’ostéoclastogénèse. A cet emballement des phénomènes immunitaires s’opposent des mécanismes 

de défense comme les cellules Treg, la synthèse d’inhibiteurs des MMPs (TIMPs) ou les différentes 

cytokines anti-inflammatoires. L’IL-10, cytokine immunorégulatrice, inhibe la prolifération des 

lymphocytes T, certaines fonctions macrophagiques et la synthèse de cytokines pro-inflammatoires. 

D’autre part les PGs, médiateurs lipidiques issus de la voie des cyclo-oxygénases, 

participent activement à la réaction inflammatoire. Dans la PR, la PGE2 favorise la destruction 

articulaire en augmentant la prolifération des précurseurs ostéoclastiques, en augmentant la synthèse 

des MMPs et de l’IL-6, et en favorisant l’angiogénèse. En partie sous l’effet des cytokines pro-

inflammatoires, l’expression de COX-2 est élevée dans le tissu synovial de PR. 

Cependant l’activation des différents acteurs cellulaires et l’activité des médiateurs de 

l’inflammation comme les cytokines nécessitent la transmission d’un signal intracellulaire. Les 

principales voies de signalisation impliquées dans l’inflammation sont les voies des MAP kinases, 

de la PI3K, de JAK/STAT et de NF-κB. Par exemple, NF-κB intervient dans l’expression des 

cytokines comme le TNF-α et l’IL-1, dans la différenciation des lymphocytes T et B et dans 

l’expression de COX-2. Inversement l’IL-1 et le TNF-α activent NF-κB pour aboutir à une boucle 

d’auto-entretien de la réponse inflammatoire. Les trois familles de MAP kinases sont exprimées 
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dans le tissu synovial de PR. L’activation de p38 induit la synthèse des cytokines pro-

inflammatoires, des molécules d’adhésion, des MMPs et de la COX-2. Ainsi, ces différentes voies 

de signalisation représentent une nouvelle cible thérapeutique.  

Enfin, la destruction articulaire est liée à la formation du pannus synovial conséquence d’un 

infiltrat de cellules de l’inflammation et d’une multiplication des cellules synoviales. L’hypothèse 

avancée pour expliquer cette hyperplasie synoviale est un défaut des phénomènes d’apoptose, 

comme en témoignent la résistance des synoviocytes à l’apoptose médiée par Fas, leurs 

caractéristiques pseudo-néoplasiques, une augmentation de l’expression des protéines anti-

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

 

Notre travail réalisé dans le laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire de la Faculté 

de Pharmacie de Limoges s’intègre dans les différents domaines d’intérêt de l’équipe, à savoir la PR 

et ses traitements, le modèle de culture de cellules synoviales de PR mis en place depuis plusieurs 

années et ayant fait l’objet de publications (Bonnet et al., 1995 ; Liagre et al., 1997a ; Liagre et al., 

1997b ; Vergne et al., 1998 ; Liagre et al., 1999 ; Lapicque et al., 2000 ; Liagre et al., 2002) et enfin 

les stéroïdes végétaux et notamment la diosgénine. La diosgénine est une saponine stéroïdienne, 

extraite à partir de tubercule de dioscorée (Dioscorea villosa). Elle a différentes actions 

biologiques : augmentation de la sécrétion du cholestérol biliaire (Accatino et al., 1998 ; Amigo et 

al., 1999), des propriétés antioxydantes (Turchan et al., 2003), une activité anti-tumorale avec 

induction de différenciation et d’apoptose (Wang et al., 2001 ; Cai et al., 2002 ; Cheng et al., 2003) 

et une activité anti-ostéoporotique (Higdon et al., 2001) en partie grâce à des propriétés 

angiogéniques (Yen et al., 2005).  

Dans le laboratoire, différents travaux ont montré que la diosgénine était capable d’altérer le 

cycle cellulaire, d’induire l’apoptose et l’expression de COX-2 dans différents types de cellules 

cancéreuses (Moalic et al., 2001a ; Corbière et al., 2003 ; Corbière et al., 2004a ; Corbière et al., 

2004b ; Léger et al., 2004 ; Liagre et al., 2005). Compte tenu de l’importance de ces deux éléments 

dans la physiopathologie de la PR, nous avons consacré la première partie du travail à l’étude de 

l’apoptose et de l’expression de COX-2 dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR en culture 

traitées par la diosgénine.  

La deuxième partie du travail est consacrée à la compréhension des mécanismes d’action du 

léflunomide, un traitement immunomodulateur ayant prouvé son efficacité dans le traitement de la 

PR. Outre son action de blocage de la prolifération des lymphocytes T, l’efficacité du léflunomide 

est probablement due à différentes activités à plusieurs niveaux de la cascade inflammatoire et 

immunologique. En plus de ses actions déjà décrites sur la production de PGE2, IL-6 et IL-1Ra, 

nous avons étudié ses effets sur l’IL-8, l’IL-10, l’IL-11 et le sTNFRI dans le modèle de culture des 
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cellules synoviales fibroblastiques de PR. Puis nous nous sommes intéressés aux voies de 

signalisation pouvant intervenir dans les effets du léflunomide sur l’IL-10 et l’IL-11. 

 

I / PREMIERE PARTIE 

Notre étude a permis de mettre en évidence pour la première fois une inhibition de la 

prolifération et l’induction de l’apoptose des cellules synoviales fibroblastiques de PR traitées par la 

diosgénine. Les résultats en microscopie optique montrent des modifications morphologiques des 

cellules synoviales qui deviennent arrondies, séparées des cellules adjacentes avec condensation du 

cytoplasme et apparition de filaments cytoplasmiques. D’autre part, la diosgénine est responsable 

d’une augmentation très importante de l’expression de COX-2, associée à une forte production de 

PGE2. Ces résultats suggèrent une association entre apoptose et surexpression de COX-2 dans notre 

modèle de culture.  

L’apoptose est une forme contrôlée et organisée de mort cellulaire, différente du processus 

pathologique de nécrose survenant à la suite d’un dommage cellulaire. L’apoptose se caractérise par 

des stimuli initiateurs, des signaux intra-cellulaires et nécessite l’expression d’un certain nombre de 

gènes bien définis qui accomplissent un programme cellulaire. En général, l’apoptose comporte des 

activations séquentielles avec une cascade protéolytique d’enzymes appelées caspases (Thornberry, 

1998). L’activation de la caspase-3 est considérée comme un marqueur d’apoptose et comme un 

point de non retour dans la cascade de signalisation pro-apoptotique. Nos résultats montrent que la 

mort des cellules synoviales fibroblastiques traitées par la diosgénine est liée à l’activation de la 

cascade des caspases, puisque la diosgénine augmente l’activité de la caspase-3.  

Il existe deux principales voies caspases-dépendantes de signalisation de l’apoptose : la voie 

des récepteurs de mort (ou voie extrinsèque) et la voie mitochondriale (ou voie intrinsèque). En ce 

qui concerne la voie intrinsèque, la mitochondrie joue un rôle vital dans la cellule. Un 

dysfonctionnement majeur de la mitochondrie peut déclencher l’apoptose. La perméabilisation de la 

membrane externe de la mitochondrie provoque un relargage dans le cytoplasme de cytochrome c, 

de procaspases-2, -3 et -9, des protéines Smac/Diablo, d’AIF et de l’endonucléase G. Il y a ensuite 

formation de l’apoptosome, constitué du cytochrome c, de la protéine Apaf-1 et de la procaspase-9 

(Figure 13) (Ravagnan et al., 2002). Il en découle une activation de la caspase-9, puis de la caspase-

3. D’autre part, la perméabilisation de la membrane interne conduit à un changement du potentiel 

membranaire mitochondrial (∆Ψm). Dans notre étude, la diosgénine induit également une chute du 

∆Ψm, constatation plaidant pour l’activation de la voie mitochondriale dans l’apoptose des cellules 

synoviales traitées par la diosgénine. Récemment, Itoh et al. (2004) ont montré l’implication 
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cruciale de la mitochondrie dans l’apoptose médiée par Fas des cellules synoviales fibroblastiques, 

avec chute du ∆Ψm , relargage de cytochrome c et activation des caspases-9 et -3. 

Le processus apoptotique déclenché par la diosgénine aboutit à l’activation de la caspase-3. 

Cependant l’activation de la caspase-3 peut également être liée à l’activation de la voie extrinsèque 

des récepteurs de mort. En effet, l’interaction de la glycoprotéine Fas avec son ligand (FasL) ou 

l’interaction du TNF-α avec son récepteur TNF-RI permet l’activation de la caspase-8 ou -10, puis 

l’activation de la caspase-3 (figure 12) (Gupta, 2003). Or, les synoviocytes fibroblastiques 

expriment la protéine Fas, mais sont résistants à l’apoptose médiée par Fas. En effet, les cytokines 

pro-inflammatoires majeures impliquées dans la physiopathologie de la PR (IL-1β et TNF-α) sont 

capables d’inhiber l’apoptose médiée par Fas in vitro dans les cellules synoviales (Wakisaka et al., 

1998), peut-être par l’intermédiaire de la protéine Flip anti-apoptotique (Perlman et al., 2001 ; 

Schedel et al., 2002 ; Chen et al., 2002). En effet, la protéine Flip est capable d’inhiber l’activation 

de la caspase-8. Or l’expression de l’ARNm et de la protéine Flip est plus importante dans le tissu 

synovial de PR comparé à l’arthrose, notamment au niveau des sites d’érosion du cartilage (Perlman 

et al., 2001 ; Schedel et al., 2002). Alors que les phénomènes apoptotiques sont rares et l’expression 

de Flip élevée dans le tissu synovial de PR précoces, les résultats s’inversent après traitement avec 

diminution de l’expression de la protéine Flip et augmentation de l’apoptose (Catrina et al., 2002). 

Ainsi, les traitements pourraient moduler l’expression de Flip. Bai et al. (2004) ont montré que, 

dans les cellules synoviales fibroblastiques, la résistance à l’apoptose induite par le TNF-α était liée 

à l’activation de NF-κB et l’augmentation de l’expression de Flip. 

D’autre part, la voie extrinsèque des récepteurs de mort peut être amplifiée par la voie 

mitochondriale grâce au recrutement de la protéine Bid par la caspase-8. La caspase-8 clive la 

protéine Bid, ce qui lui permet de s’insérer dans la membrane mitochondriale et de provoquer la 

libération de cytochrome c, l’activation de la caspase-9, puis de la caspase-3 (Wang et al., 1996). 

Ainsi la protéine Bid peut relier les deux voies d’induction de l’apoptose. Itoh et al (2004) ont 

d’ailleurs mis en évidence dans leur étude le clivage de Bid après liaison de Fas avec son ligand 

dans les synoviocytes. Cependant, dans les cellules 1547, la diosgénine active bien la caspase-8 

sans induire le clivage de Bid et le relargage de cytochrome c (Corbière et al., 2004a et 2004b). Les 

deux voies pourraient donc agir indépendamment l’une de l’autre sans que la protéine Bid ne soit 

impliquée.  

L’apoptose des cellules synoviales induite par la diosgénine a été quantifiée par étude de la 

fragmentation de l’ADN. Le ratio apoptotique, qui est le rapport de la fragmentation de l’ADN des 

cellules traitées et celle des cellules témoins, augmente de façon significative au cours du temps 

pour les cellules traitées par diosgénine. 
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Curieusement, une surexpression de COX-2 est associée au phénomène d’apoptose des 

cellules synoviales traitées par diosgénine. Ces résultats sont contradictoires avec ceux rapportés 

dans les études sur des cellules cancéreuses, où l’expression de COX-2 prévient l’apoptose induite 

par d’autres molécules pro-apoptotiques. La COX-2 est surexprimée dans un certain nombre de 

pathologies cancéreuses, comme le cancer du colon et a même été soupçonnée de jouer un rôle 

initiateur ou favorisant dans les processus tumoraux (Prescott, 2000 ; Steinbach et al., 2000).  

Cependant, Kemick et al. (1989) ont montré une association entre l’induction de l’apoptose 

des chondrocytes et l’augmentation de PGE2. Plus récemment, Pelletier et al. (2001) ont trouvé que 

l’apoptose des chondrocytes in situ dans un modèle d’arthrose expérimentale était dépendante des 

caspases et était influencée par l’augmentation du taux de COX-2. 

Concernant les synoviocytes, une étude a montré que le NO était capable d’induire la mort 

des synoviocytes par l’intermédiaire de l’augmentation de l’expression de COX-2 et la synthèse de 

PGE2, avec modification du potentiel de membrane mitochondrial et activation de la caspase-3 

(Jovanovic et al., 2002). Ces résultats sont tout à fait en accord avec nos résultats sur l’effet de la 

diosgénine dans les synoviocytes humains en culture.  

Dans le laboratoire, d’autres études ont montré une association entre apoptose et 

surexpression de COX-2. En effet, l’apoptose induite par la diosgénine dans différentes lignées 

cellulaires cancéreuses était à chaque fois associée à une augmentation de l’expression de COX-2 et 

de la production de PGE2 (Moalic et al., 2001a ; Léger et al., 2004). Très récemment, Liagre et al. 

(2005) ont démontré que la lignée érythroleucémique K562, déficiente en COX-2, était sensible à 

l’effet pro-apoptotique de la diosgénine. Cette étude a été réalisée en parallèle avec une autre lignée 

érythroleucémique (HEL) sur laquelle l’effet apoptotique de la diosgénine était corrélé à une 

surexpression de COX-2. 

Tous ces travaux montrent que les effets de COX-2 et par conséquent de PGE2 dans la 

régulation de l’apoptose induite par la diosgénine reflètent les différences de réponses entre divers 

types cellulaires. C’est pour cette raison que nous avons centré notre étude sur COX-2 et essayé de 

répondre à la question suivante : la surexpresion de COX-2 est-elle une cause ou une conséquence 

de l’apoptose induite par la diosgénine dans les cellules synoviales de PR ?  

Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 ou coxibs sont des médicaments anti-inflammatoires non 

stéroïdiens. L’un d’entre eux, le célécoxib à forte concentration (> 10 µM) entraîne l’apoptose des 

cellules synoviales fibroblastiques de PR (Kusunoki et al., 2002), mais également l’apoptose des 

cellules d’adénocarcinome du colon (Yamazaki et al., 2002b). En utilisant une concentration de 

célecoxib sélective sur COX-2 (1 µM) (Warner et al., 1999), nous avons montré que l’inhibition de 

COX-2 par le célécoxib entraînait une importante diminution de l’apoptose induite par la 

diosgénine dans les cellules synoviales fibroblastiques de PR. Ceci se vérifie même en présence de 
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PGE2 exogène, puisque l’addition de PGE2 exogène seule ou en présence de célécoxib avant 

traitement par la diosgénine réduit la fragmentation de l’ADN par rapport aux contrôles. Ces 

résultats vont dans le même sens que ceux de Jovanovic et al. (2002), où l’inhibition sélective de 

COX-2 par le NS-398 inhibait de façon significative l’apoptose induite par le nitroprussiate de 

sodium dans les synoviocytes humains d’arthrose, même en présence de PGE2 exogène. 

D’autre part, après stimulation des cellules par l’IL-1β, qui augmente l’expression de COX-

2, nos résultats montrent que le traitement par diosgénine induit une importante augmentation de 

l’apoptose des synoviocytes de PR dans le temps, avec une augmentation de la concentration de 

PGE2, en comparaison avec les cellules traitées par diosgénine seule (Figure 15). Ces expériences 

confirment que la modulation de COX-2 est associée à l’apoptose induite par la diosgénine des 

cellules synoviales. Cependant, comme la PGE2 exogène seule n’induit aucun phénomène 

d’apoptose des synoviocytes, le mécanisme exact par lequel la PGE2 endogène sensibiliserait les 

synoviocytes de PR à l’apoptose reste inconnu. Comme la PGE2 endogène est synthétisée à partir de 

l’acide arachidonique endogène, une des hypothèses pourrait être basée sur la participation de cet 

acide gras dans l’apoptose induite par la diosgénine. Cette hypothèse pourrait expliquer les 

différents effets observés entre PGE2 endogène et exogène. 

Une autre hypothèse pourrait reposer sur les récepteurs activés par les inducteurs de la 

prolifération des péroxysomes ou PPARs qui font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires 

des hormones thyroïdiennes, de la vitamine D et de l’acide rétinoïque (Gelman et al., 1999 ; 

Youssef et Badr, 2002). Les PPARs sont exprimés dans les synoviocytes de PR (Fahmi et al., 

2002). Différents ligands naturels comme les prostaglandines des séries D et J sont capables de se 

lier et d’activer les PPARs (Yu et al., 1995) et notamment la 15-deoxy-Delta(12,14)PGJ2 (15-d-

PGJ2) est un ligand de PPARγ (Maxey et al., 2000).  
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Figure 15 : Schéma résumant les événements dans l’apoptose induite par la diosgénine dans les 

cellules synoviales fibroblastiques de PR. L’effet de la diosgénine est associé à une chute du 

∆Ψm, une activation de la caspase-3 et une fragmentation de l’ADN. La diosgénine est 

responsable d’une inhibition de la prolifération des synoviocytes avec induction d’apoptose 

associée à une augmentation de l’expression de la protéine COX-2. Le célécoxib provoque une 

importante diminution de l’apoptose induite par la diosgénine et l’IL-1β l’amplifie. L’apoptose 

des cellules synoviales induite par la diosgénine est donc associée à la modulation de COX-2. 

Cependant, la PGE2 exogène n’induit pas d’apoptose des cellules synoviales. Ainsi, la PGE2 

endogène sensibilise les cellules synoviales à la mort par un mécanisme encore inconnu.  
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Les agonistes des PPARs ont une activité anti-tumorale associée à l’induction du processus 

apoptotique dans différents types cellulaires (Yang et Frucht, 2001 ; Nunez et al., 2005 ; Shen et al., 

2005) et in vivo dans le cancer gastrique chez la souris (Lu et al., 2005). Ainsi, dans les cellules 

synoviales, la diosgénine augmente l’expression de COX-2 et le taux de PGE2, mais pourrait 

également augmenter la production de 15-d-PGJ2, qui elle-même pourrait induire l’apoptose en 

activant les PPARs. En effet, la 15-d-PGJ2 et la troglitazone, un autre agoniste de PPARγ, induisent 

l’apoptose des synoviocytes in vitro (Kawahito et al., 2000). Cependant, dans les cellules 1547, la 

diosgénine n’entraîne pas l’activation de PPARγ (Corbière et al., 2004b). Dans les cellules 

synoviales fibroblastiques, la 15-d-PGJ2 entraîne une activation de PPARγ et une inhibition de 

l’expression des cytokines IL-1β et TNF-α (Ji et al., 2001). Par contre, ces auteurs n’ont pas 

observé d’inhibition de la prolifération des synoviocytes, ni de phénomène d’apoptose. 

 

II / DEUXIEME PARTIE 

Dans la deuxième partie du travail, nous avons étudié pour la première fois les effets de 

l’A77 1726, métabolite actif du léflunomide, sur la sécrétion des interleukines-8, -10 et -11 et du 

sTNFRI par les cellules synoviales fibroblastiques de PR en culture. Nous avons également 

confirmé ses actions sur l’IL-6 et l’IL-1Ra, comme l’avaient déjà décrit certains auteurs dans les 

synoviocytes (Cutolo, 2002 ; Burger et al., 2003 ; Palmer et al., 2004) ou dans d’autres types 

cellulaires (Deage et al., 1998 ; Miljkovic et al., 2002). 

L’IL-6 et l’IL-8 sont deux cytokines importantes dans la physiopathologie de la PR. L’IL-6 

induit la différenciation des lymphocytes B et la prolifération des cellules synoviales (Mihara et al., 

1995 ; Wong et al., 2003). Elle favorise l’ostéoclastogenèse et donc la résorption osseuse péri-

articulaire (Kotabe et al., 1996). L’IL-8 intervient dans l’angiogénèse au sein du pannus synovial 

(Badolato et al., 1996). Parmi les chimiokines, l’IL-8 est un puissant inducteur du recrutement des 

polynucléaires neutrophiles (Badolato et al., 1996).  

Dans notre étude, les faibles concentrations d’A77 1726 (0,1-10 µM) augmentent la 

sécrétion d’IL-8 induite par l’IL-1β dans les cellules synoviales rhumatoïdes. Aux fortes doses (50 

et 100 µM), l’A77 1726 n’a aucun effet sur les taux d’IL-8. Dans la littérature, il existe une seule 

étude qui montre que l’A77 1726 est responsable d’une diminution dose-dépendante du taux 

d’ARNm du récepteur de type A de l’IL-8 dans une lignée de cellules épidermiques humaines 

(Mirmohammadsadegh et al., 1998). D’autre part, comme cela avait été décrit antérieurement 

(Cutolo et al., 2003 ; Burger et al., 2003), nous avons observé une inhibition dose-dépendante de la 
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sécrétion d’IL-6 stimulée par l’IL-1β dans nos conditions de culture des cellules synoviales 

rhumatoïdes. 

A côté des cytokines pro-inflammatoires, les inhibiteurs naturels des cytokines comme l’IL-

1Ra et le sTNFRI sont présents dans le liquide et la membrane synoviale de PR et dans les cultures 

de synoviocytes fibroblastiques (Roux-Lombard et al., 1992 et 1993 ; Jovanovic et al., 1998 ; Maret 

et al., 2004). L’abondance relative des cytokines pro-inflammatoires et des facteurs inhibiteurs 

semble déterminer l’activité de la PR (Dayer et al., 1992). Ainsi un traitement efficace de la PR 

devrait pouvoir faire basculer la balance qui penche du côté de l’inflammation avec abondance de 

cytokines pro-inflammatoires vers le côté opposé représenté par les facteurs inhibiteurs du 

processus inflammatoire trop peu représentés dans la maladie. 

De la même façon que dans le travail de Palmer et al. (2004), l’A77 1726 est responsable 

d’une augmentation dose-dépendante de la sécrétion d’IL-1Ra stimulée par l’IL-1β dans les cellules 

synoviales fibroblastiques, avec un maximum à la concentration de 100 µM. Par contre, l’A77 1726 

quelle que soit la concentration n’a aucun effet sur le taux de sTNFRI même après stimulation par 

l’IL-1 β.  

Nous avons également étudié les effets du léflunomide sur la sécrétion d’IL-10 et d’IL-11. 

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont la principale action est l’inhibition de la 

production de cytokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T et les monocytes/macrophages 

(De Waal Malefyt et al., 1991a et b ; Katsikis et al., 1994 ; Morita et al., 1998). L’IL-10 stimule 

aussi l’expression du sTNFR par les monocytes (De Waal Malefyt et al., 1991b) et augmente la 

production d’IL-1Ra (De Waal Malefyt et al., 1993 ; Jenkins et al., 1994). Enfin, Morita et al (2001) 

ont montré que l’IL-10 était capable d’inhiber la production d’IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 et 

interféron-γ dans les cultures de tissu synovial fraîchement isolé. Une étude récente a montré que la 

protéine de choc thermique hsp 70 mycobactérienne était capable d’induire la production d’IL-10 

associée à une diminution de TNF-α dans les cellules synoviales rhumatoïdes (Detanico et al., 

2004). Compte tenu de ses propriétés anti-inflammatoires, l’IL-10 a été testée comme agent 

biologique thérapeutique dans la PR. Chez les patients souffrant de PR, l’efficacité de l’IL-10 reste 

limitée, même en association avec le méthotrexate (Keystone et al., 1998). Cependant, ces résultats 

ne permettent pas de rayer définitivement cette cytokine de la recherche thérapeutique dans la PR. 

En effet, Chang et al. (2004) ont montré qu’une protéine de fusion IL-1Ra/IL-10 supprimait 

les arthrites et l’inflammation synoviale dans le modèle d’arthrite à l’adjuvant chez le rat. Ainsi, les 

résultats que nous avons obtenus avec le léflunomide sont intéressants puisque l’A77 1726 à fortes 

concentrations provoque une importante augmentation du taux d’IL-10, avec un maximum observé 

à 100 µM d’A77 1726. D’autre part, nos résultats montrent qu’à 100 µM d’A77 1726, il existe 

également une augmentation de la sécrétion d’IL-1Ra.  
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Mirmohammadsadegh et al. (1998) ont montré que l’A77 1726 induisait l’expression du gène du 

récepteur de l’IL-10 dans une lignée de cellules épidermiques. Korn et al. (2004) ont obtenu des 

résultats très proches des nôtres, puisque dans leur étude l’A77 1726 entraîne une augmentation 

de l’IL-10 dans une lignée T spécifique et dans des cultures de cellules microgliales. Par contre, 

à notre connaissance, les effets de l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-10 par les cellules synoviales 

rhumatoïdes n’avaient pas encore été étudiés. 

Nous avons également observé l’effet différentiel de l’A771726 sur la sécrétion d’IL-11 par 

les cellules synoviales fibroblastiques. En effet, nos expériences montrent que l’IL-1β augmente de 

façon très nette la sécrétion d’IL-11 et l’A77 1726 aux faibles concentrations (0,1 à 10 µM) 

augmente la sécrétion d’IL-11 stimulée par l’IL-1β alors que les fortes concentrations (50 et 100 

µM) la diminue (moins 60% pour les 2 concentrations versus les cellules contrôles stimulées par 

l’IL-1 β). Le rôle de l’IL-11 dans la physiopathologie de la PR reste controversé. Quel que soit son 

rôle délétère ou non dans la physiopathologie de la maladie, l’IL-11 est une cytokine abondante 

dans la membrane et le liquide synovial (Okamoto et al., 1997 ; Hermann et al., 1998). Dans la 

littérature, l’IL-1 seule (Taki et al., 2000) ou l’IL-1 en synergie avec le TNF-α stimule la production 

d’IL-11 dans les cultures de cellules synoviales rhumatoïdes (Mino et al., 1998). Plusieurs données 

dans la littérature permettent de lui attribuer un rôle plutôt anti-inflammatoire. En effet, dans le tissu 

synovial de PR, l’IL-11 exogène inhibe la production de TNF-α uniquement en présence de 

récepteur soluble de l’IL-11 (Hermann et al., 1998). Dans les mêmes conditions, elle inhibe la 

production spontanée de métalloprotéinases et inversement augmente celle de TIMPs (Hermann et 

al., 1998). Dans les cultures de macrophages péritonéaux, l’IL-11 inhibe la translocation nucléaire 

de NF-κB induite par le LPS (Trepicchio et al., 1997) et diminue la translocation de NF-κB 

stimulée par le TNF-α dans les cultures de cellules synoviales humaines d’arthrose (Alaaeddine et 

al., 1999). Inversement, un certain nombre d’activités de l’IL-11 permettraient de la classer plutôt 

dans les cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, l’IL-11 provoque l’ostéoclastogenèse et pourrait ainsi 

contribuer à la destruction articulaire observée dans la PR. Dans l’arthrite au collagène de la souris, 

le traitement par l’IL-11 recombinante humaine n’est efficace que lors de la phase précoce de 

l’arthrite (Walsley et al., 1998), et chez l’homme une étude randomisée contrôlée contre placebo 

échoue à montrer l’efficacité thérapeutique de l’IL-11 dans la PR, même si les résultats d’une seule 

étude sont toujours discutables (Moreland et al., 2001). D’autre part, l’IL-11 est classée dans la 

grande famille des cytokines de type IL-6, cette classification étant basée sur des similarités 

fonctionnelles avec l’IL-6 et l’utilisation partagée d’une protéine, la glycoprotéine 130 (gp 130), 

dans leurs récepteurs (Kishimoto et al, 1994 ; Heinrich et al., 2003). Comme cela a été décrit plus 

haut, l’A77 1726 inhibe la sécrétion d’IL-6 dans nos conditions de culture, mais également dans les 

autres études (Miljkovic et al., 2002 ; Burger et al., 2003). Nous avons montré pour la première fois 
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que l’A77 1726 (100 µM) diminuait également la sécrétion d’IL-11 dans les cellules synoviales 

fibroblastiques de PR. Le même effet de l’A77 1726 sur la sécrétion de ces deux cytokines pourrait 

s’expliquer par les similarités entre leurs structures. 

En ce qui concerne le mécanisme d’action du léflunomide sur la sécrétion d’IL-11, il 

semblerait que celui-ci ne passe pas par l’action bien connue du léflunomide sur la DHODH. En 

effet, nous avons montré que l’inhibition de l’IL-11 par le léflunomide n’est pas annulée par le 

rajout dans le milieu de culture d’uridine, à l’inverse de ce que Burger et al. (2003) avait décrit sur 

la sécrétion d’IL-6.  

 

Eicosanoïdes et prostanoïdes sont des médiateurs lipidiques qui jouent un rôle important 

dans l’inflammation. Ils sont présents et à des taux importants dans le liquide synovial et le pannus 

synovial qui caractérise la PR. Il s’agit surtout de la prostaglandine E2 produite entres autres par les 

cellules synoviales fibroblastiques (Liagre et al., 1997 ; Vergne et al., 1998 ; Liagre et al., 1999 ; 

Martel-Pelletier et al., 2003 ; Martel-Pelletier et al., 2004). Le leflunomide est capable de diminuer 

le taux de PGE2 en inhibant directement l’activité de COX-2, avec par contre à fortes doses une 

augmentation de l’expression de la protéine COX-2 (Hamilton et al., 1999). Nos expériences 

montrent que l’A77 1726 à 100 µM augmente l’expression de la protéine COX-2. En ce qui 

concerne l’activité, à partir de 10 µM, l’A77 1726 diminue la production de PGE2 stimulée par l’IL-

1β. Cette inhibition est quasi-totale (98%) à 100 µM. Ces résultats sont identiques à ceux de Burger 

et al. (2003) qui ont également mis en évidence une diminution du taux de PGE2 produite par les 

synoviocytes rhumatoïdes en culture après traitement par l’A77 1726. Nous avons également 

observé que l’A77 1726 était responsable d’une diminution de la production de PGE2 après de 

courtes périodes de stimulation par l’IL-1β (5, 15 et 30 min). L’étude de Mino et al. (1998) montre 

que l’IL-1 et le TNF-α stimulent de façon synergique la production d’IL-11 qui est dépendante de la 

PGE2 dans les cellules synoviales en culture. Dans nos expériences, à fortes concentrations (50 et 

100 µM), l’A77 1726 entraine une diminution de la production de PGE2 et également d’IL-11. 

D’autre part, Taki et al. (2000) ont étudié les effets inhibiteurs différentiels de l’indométacine et de 

la dexaméthasone sur la production d’IL-11 dans les cellules synoviales rhumatoïdes. Ces deux 

traitements, responsables d’une diminution de la synthèse de PGE2, diminuent également la 

production d’IL-11 dans les cultures de cellules synoviales suggérant que les taux élevés d’IL-11 

dans le tissu synovial pourraient être liés en partie à la présence en quantité importante de PGE2. 

Notre travail montre que, en présence de faibles doses d’A77 1726 ( 0,01 à 1 µM), la 

production endogène de PGE2 stimulée par l’IL-1β n’est pas abolie et la sécrétion d’IL-11 est 

augmentée de façon dose-dépendante. Lorsque la production de PGE2 endogène est totalement 
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inhibée sous l’effet de fortes doses d’A77 1726 (50 et 100 µM), la sécrétion d’IL-11 diminue de 

façon drastique en comparaison des cellules contrôles. D’autres investigations sont nécessaires afin 

de clarifier le mécanisme d’inhibition de la production d’IL-11 par le léflunomide, médicament que 

l’on peut également classer dans les inhibiteurs de la synthèse de PGE2 comme la dexaméthasone et 

l’indométacine utilisées par Taki et al. (2000). 

Les MAP kinases représentent une cible très attractive dans le traitement de la PR car elles 

interviennent dans la régulation de la prolifération cellulaire, dans l’apoptose, dans l’expression des 

cytokines (Neff et al., 2003) et la production des métalloprotéinases (Han et al., 2001). Notamment 

la synthèse des cytokines pro-inflammatoires est contrôlée par la voie des MAP kinases (Lee et al., 

1994; Suzuki et al., 2000). Les trois grandes familles de MAP kinases sont : ERK, JNK et p38. 

Elles diffèrent par leur spécificité de substrat et par leurs réponses au stress variables d’un type 

cellulaire à l’autre et variables en fonction des influences environnementales. Ces MAP kinases sont 

exprimées dans le tissu synovial de PR et dans les cellules synoviales rhumatoïdes en culture (Han 

et al., 1999 ; Schett et al., 2000 ; Hammaker et al., 2003). Ces différents auteurs ont utilisé des 

analyses par immuno-histochimie et western blot pour détecter les formes activées phosphorylées 

des MAP kinases, alors que nous avons utilisé dans nos expériences une méthode quantitative de 

type ELISA. Nos résultats montrent que le traitement par 100 µM d’A77 1726 n’a aucun effet sur 

l’activation d’ERK. Par contre, il existe une légère augmentation de la phosphorylation de JNK 

stimulée par l’IL-1β et surtout une nette activation de p38α toujours stimulée par l’IL-β. La 

corrélation entre l’effet de l’A77 1726 sur la production de cytokines et l’activation des MAP 

kinases n’a pas été beaucoup étudiée dans les cellules synoviales fibroblastiques en culture. Seul le 

travail récent de Migita et al. (2004) porte sur le sujet et montre que l’A77 1726 inhibe l’activation 

des MAP kinases JNK1/2 et seulement partiellement celle des MAP kinases p38 et ERK1/2 induites 

par l’IL-1β dans les synoviocytes fibroblastiques de PR en culture. Ces effets de l’A77 1726 sur les 

voies de signalisation des MAP kinases s’associent à une diminution importante de la synthèse des 

métalloprotéinases de type 1, 3 et 13. Ces résultats sont différents des nôtres, alors que la dose 

utilisée d’A77 1726 était identique à 100 µM. La régulation de la production des cytokines dans la 

PR est directement associée avec l’activation des MAP kinases (Sweeney et Firestein, 2004). Dans 

notre étude, l’A77 1726 est responsable d’une augmentation importante de la sécrétion d’IL-10 et 

d’IL-1Ra par les cellules synoviales rhumatoïdes. Or dans les monocytes humains, le traitement 

avec de l’IL-10 entraîne une augmentation de la production d’IL-1Ra (de Waal Malefyt et al., 

1993 ; Jenkins et al., 1994). D’autre part, Foey et al. (1998) ont montré que l’inhibition de p38 

diminuait de façon très importante la synthèse d’IL-10 dans les monocytes humains. Nos résultats 

vont dans le même sens et ainsi l’activation de p38 que nous avons observée sous A77 1726 

pourrait expliquer l’importante sécrétion d’IL-10 que nous obtenons après traitement par 100 µM 
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d’A77 1726. Pour vérifier cela, nous avons recommencé les expériences avec traitement au 

préalable par un inhibiteur sélectif de p38. Les résultats montrent que celui-ci abolit totalement 

l’effet de l’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-10. 

La relation entre l’expression de COX-2 et l’activation de la voie de signalisation de p38 est 

actuellement bien établie. Des études récentes ont montré que l’inhibition de l’expression de COX-2 

était directement corrélée avec l’inhibition de la cascade des MAP kinases incluant p38 dans les 

cellules synoviales rhumatoïdes (Westra et al., 2004 ; Fumimori et al., 2004 ; Crofford et al., 2005). 

Dans notre étude, l’A77 1726 (100 µM) augmente la phosphorylation de la kinase p38 stimulée par 

l’IL-1 β. Cette activation de p38 est associée à une augmentation de l’expression de la protéine 

COX-2. Par contre, la production de PGE2 est totalement inhibée par l’A77 1726 sans qu’il y ait 

d’inhibition de l’activation de p38. Cette action anti-inflammatoire du léflunomide est probablement 

liée à une inhibition de l’activité de la protéine COX-2 en accord avec les résultats de Hamilton et 

al. (1999) qui avaient montré une inhibition de l’activité enzymatique de COX-2 dans un essai sur 

sang total humain.  

D’autre part nos résultats montrent que l’A77 1726 est un puissant inhibiteur de l’activation 

de NF-κB induite par l’IL-1β, comme cela a été déjà décrit par d’autres auteurs (Manna et 

Aggarwal, 1999 ; Manna et al., 2000). En effet, dans une lignée de cellules T (Jurkat), le 

léflunomide bloque l’activation de NF-κB stimulée par le TNF, mais également induite par d’autres 

agents inflammatoires comme l’ester de phorbol, le LPS et H2O2 (Manna et Aggarwal, 1999). 

Manna et al. (2000) ont ensuite montré dans les mêmes cellules que le léflunomide pouvait bloquer 

la transduction du signal du TNF en supprimant l’activation d’IKK et donc la phosphorylation 

d’IκB-α aboutissant à l’inhibition de l’activation de NF-κB. Dans cette étude, le léflunomide inhibe 

également l’activation de JNK et d’AP-1 induite par le TNF. Tous ces effets sont annulés par 

l’addition d’uridine, soulignant l’importance de l’inhibition par le léflunomide de la synthèse de 

novo de pyrimidine. Enfin, Kirsch et al. (2005) ont confirmé cet effet inhibiteur de l’A77 1726 sur 

la translocation nucléaire de NF-κB induite par le LPS dans les cellules dendritiques. Ainsi, le 

léflunomide inhibe l’activation de NF-κB dans les cellules T, les cellules dendritiques et les 

synoviocytes. Le léflunomide pourrait donc agir sur les processus pathologiques initiant et 

entretenant la PR. Initialement, il pourrait perturber l’interaction entre cellules dendritiques et 

cellules T, les cellules dendritiques étant les principales cellules présentatrices d’antigène et à 

l’origine de l’activation des cellules T. Il agirait également sur les éléments d’entretien de la 

maladie en interférant avec les fonctions des synoviocytes. 
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La PR est une maladie auto-immune complexe dont l’étiologie n’est pas connue, ce qui en 

complique la prise en charge thérapeutique. Il semblerait qu’un antigène encore indéterminé puisse 

activer les lymphocyte T avec afflux des cellules immunitaires dans l’articulation, activation des 

lymphocytes B, des macrophages, multiplication des cellules synoviales et néoangiogenèse. Un 

déséquilibre s’installe avec production très importante de facteurs inflammatoires et destructeurs 

(cytokines pro-inflammatoires, métalloprotéases, prostaglandines, …) et insuffisance des 

mécanismes de défense physiologique (cytokines anti-inflammatoires, inhibiteurs naturels des 

cytokines, TIMPs,…). Cette cascade d’évènements aboutit à la destruction articulaire. La synovite 

rhumatoïde se caractérise aussi par une hyperplasie des cellules synoviales avec un faible taux 

d’apoptose et in vitro une résistance des synoviocytes à l’apoptose, favorisant ainsi leur 

prolifération qualifiée de « pseudo-tumorale ». 

La diosgénine est un stéroïde végétal appartenant au groupe des saponines et ayant 

différentes actions biologiques. In vitro, elle a une activité anti-tumorale grâce à son pouvoir pro-

apoptotique.  

Nous avons montré pour la première fois que la diosgénine inhibait la prolifération et 

induisait l’apoptose des cellules synoviales fibroblastiques de PR en culture. Le processus 

apoptotique déclenché par la diosgénine est associé à une chute du ∆Ψm, une activation de la 

caspase-3 et une fragmentation de l’ADN, constatations plaidant pour l’intervention de la voie 

mitochondriale dans l’apoptose induite par la diosgénine. Nos expériences montrent également une 

augmentation de l’activité de COX-2 endogène associée au phénomène apoptotique. En effet, le 

celecoxib, un inhibiteur sélectif de COX-2, diminue de façon très importante l’apoptose induite par 

la diosgénine. Inversement, l’IL-1β, un inducteur de COX-2, l’augmente significativement. D’autre 

part, l’addition de PGE2 exogène ne modifie pas les résultats, laissant supposer que l’induction de 

l’apoptose soit liée à l’excès de production de PGE2 endogène. Cependant le mécanisme sous-

tendant cette association PGE2 endogène/apoptose reste à élucider. 

Afin de mieux caractériser l’apoptose des cellules synoviales induite par la diosgénine et de 

mieux définir la part des différentes voies d’induction de l’apoptose, il serait intéressant de savoir 

s’il existe ou non une activation des caspases-8 et -9, un relargage de cytochrome c, un clivage de la 

protéine Bid, mais aussi une augmentation de l’expression de la protéine Flip ou des protéines pro-

apoptotiques comme p53.  

La diosgénine ayant une forte homologie de structure avec les stéroïdes humains, leurs 

récepteurs intracellulaires spécifiques pourraient être la cible privilégiée de la diosgénine dans la 

transduction du signal. En effet, il a été démontré très récemment que les stéroïdes humains via 

leurs récepteurs pouvaient avoir des actions appelées « extra-nucléaires » en activant par exemple 

ERK1/ERK2 ou la voie PI3 kinase (Cheskis, 2004). Ainsi, nous pourrions étudier les voies de 
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signalisation impliquées dans ce processus apoptotique induit par la diosgénine dans les cellules 

synoviales. Il serait intéressant d’analyser l’état d’activation des MAP kinases (ERK, JNK, p38) et 

l’expression de la protéine kinase C (PKC) qui régule leur activité. En effet, alors que la voie de 

ERK a été associée à la survie et prolifération cellulaire, p38 et JNK interviennent dans la 

transduction du signal apoptotique dans différents types cellulaires cancéreux ou non. Les mêmes 

expériences pourraient être réalisées en présence ou non d’inhibiteurs spécifiques des MAP kinases. 

En parallèle, le niveau d’activation de NF-κB pourrait être recherché. Le projet expérimental 

pourrait s’étendre à d’autres stéroïdes végétaux (hécogénine, tigogénine) de structure voisine de la 

diosgénine, en présence ou non d’antagonistes des récepteurs aux stéroïdes. De plus, nos 

expériences ayant mis en évidence une relation entre l’apoptose induite par la diosgénine et la PGE2 

endogène, afin d’en comprendre le mécanisme, il serait intéressant d’étudier les effets de la 

diosgénine sur les différentes étapes de la voie métabolique de l’acide arachidonique. En effet, la 

voie métabolique de biosynthèse des prostanoïdes débute par la libération de l’acide arachidonique 

à partir des phospholipides membranaires par la PLA2. La translocation de la cPLA2 à la membrane 

pourrait être recherchée dans les cellules synoviales traitées par diosgénine, comme cela a pu être 

montré dans le laboratoire avec les cellules HEL (Léger et al., 2004). Si cette intervention de la 

cPLA2 dans l’apoptose induite par la diosgénine se confirmait, il serait là aussi intéressant de 

rechercher les voies de signalisation mises en jeu, comme l’ont montré Berenbaum et al. (2003) 

dans les chondrocytes articulaires où l’ATP induit l’activation de la cPLA2 par l’intermédiaire de 

l’activation de p38 et ERK1/2. Dans la cascade du métabolisme de l’acide arachidonique, celui-ci 

est converti en PGG2 par les cyclooxygénases (COX-1 et -2), puis en PGH2. Ensuite, des enzymes 

terminales permettent la conversion de PGH2 en différents prostanoïdes. Parmi celles-ci, la PGE 

synthase (PGES) est une enzyme clef pour la biosynthèse de la PGE2. Il existe trois formes de 

PGES clonées et caractérisées, mais la PGES-1 microsomale (mPGES-1) est une enzyme inductible 

par différents stimuli inflammatoires, notamment l’IL-1, et couplée fonctionnellement à la COX-2. 

Une autre étape pourrait donc consister à étudier les effets de la diosgénine sur l’expression de 

l’ARNm et de la protéine mPGES-1 dans les synoviocytes de PR en culture. Enfin, il serait 

probablement instructif d’explorer la voie des lipoxygénases, notamment les effets de la diosgénine 

sur la synthèse des leucotriènes (voie de la 5-lipoxygénase) et des produits de la voie de la 12-

lipoxygénase qui ont des propriétés pro-inflammatoires. 

 

La deuxième partie du travail a permis de confirmer l’action immunorégulatrice de l’A77 

1726, le métabolite actif du léflunomide. Nous avons vérifié dans un modèle de culture de cellules 

synoviales fibroblastiques de PR que l’A77 1726 entraînait une diminution de la production d’IL-6 

et une augmentation de la synthèse d’IL-1Ra. Par contre, il n’a aucun effet sur celles de l’IL-8 à 
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fortes doses et du sTNFRI quelle que soit la dose. Nous avons montré pour la première fois que 

l’A77 1726 à fortes doses augmentait la sécrétion d’IL-10, cytokine ayant des propriétés anti-

inflammatoires, et diminuait celle d’IL-11 dont le rôle exact dans la PR reste controversé. Les effets 

du léflunomide sur l’IL-10 sont en partie liés aux propriétés anti-métaboliques de l’A77 1726 

puisque l’addition d’uridine diminue la sécrétion d’IL-10. Ils sont également associés à une 

activation de la MAP kinase p38. Par contre, les effets du léflunomide sur l’IL-11 ne sont liés à 

aucun de ces mécanismes. D’autre part, nos expériences montrent que l’A77 1726 augmente 

l’expression de la protéine COX-2, mais par contre diminue la production de PGE2 suggérant que le 

léflunomide puisse avoir une action anti-inflammatoire en inhibant l’activité enzymatique de COX-

2. Nous avons également constaté que la diminution du taux de PGE2 était dose-dépendante et 

parallèle à celle de l’IL-11. Ainsi, il pourrait exister une relation entre PGE2 et IL-11 comme cela a 

pu être suggéré dans la littérature. Enfin, nos résultats montrent que l’A77 1726 est un puissant 

inhibiteur de l’activation de NF-κB induite par l’IL-1β dans les cellules synoviale de PR en culture. 

Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour essayer de mieux comprendre les mécanismes et 

les voies de signalisation impliqués dans les différents effets du léflunomide sur la production des 

cytokines pro- et anti-inflammatoires, notamment l’IL-6 et l’IL-1Ra. 
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Résumé 
 

Bien que les mécanismes exacts conduisant à l’inflammation et à la destruction ostéo-articulaire dans la 
polyarthrite rhumatoïde (PR) ne soient pas connus, cette maladie auto-immune se caractérise par l’activation de 
multiples cellules immunitaires aboutissant à la synthèse de cytokines pro-inflammatoires et de différents 
effecteurs de la destruction ostéo-articulaire comme les métalloprotéases et la prostaglandine E2 (PGE2). D’autre 
part, l’hyperplasie synoviale agressive est probablement liée à un défaut d’apoptose des cellules synoviales. 
Notre travail a été réalisé dans un modèle de culture de synoviocytes fibroblastiques humains de PR. La première 
partie du travail est consacrée à l’étude de l’apoptose et de l’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans 
les cellules synoviales traitées par la diosgénine, un stéroïde végétal. La deuxième partie concerne les 
mécanismes d’action du léflunomide, utilisé dans le traitement de la PR et notamment ses effets sur les cytokines 
pro- et anti-inflammatoires.  

Nos résultats montrent pour la première fois que la diosgénine entraîne une inhibition de la croissance, 
une apoptose des cellules synoviales, associées à une induction de l’expression de COX-2. Le processus 
apoptotique déclenché par la diosgénine entraîne une chute du potentiel membranaire mitochondrial, l’activation 
de la caspase-3 et une fragmentation de l’ADN. Les effets pro-apoptotiques de la diosgénine sont associés à une 
surexpression de COX-2 corrélée à une augmentation de la production de PGE2 endogène. 

L’A77 1726, métabolite actif du léflunomide, est responsable à forte dose (100 µM) d’une 
augmentation de la sécrétion d’interleukine (IL)-10, d’une diminution de la production d’IL-11 et n’a pas d’effet 
sur celles du récepteur soluble du tumor necrosis factor-α (sTNFRI) et de l’IL-8. Nos résultats confirment que 
l’A77 1726 est responsable d’une diminution de la production d’IL-6 et de PGE2 et d’une augmentation de 
l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra). Les effets de l’A77 1726 semblent associés à une activation de la 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38. Enfin, l’A77 1726 est un puissant inhibiteur de l’activation du 
nuclear factor-κB (NF-κB) induite par l’IL-1β. 
 
Mots clés : polyarthrite rhumatoïde, synoviocytes humains, diosgénine, léflunomide, cytokines, interleukine-10, 
interleukine-11, apoptose, MAPK, NF-κB, cyclooxygénase-2 
 
__________________________________________________________________________________________ 

 
Abstract 
 
“The effect of different products (diosgenin, leflunomide) 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 rheumatoid arthritis (RA) is unknown, this chronic 
inflammatory joint disease is characterized by the activation of multiple immune cells, production of pro-
inflammatory cytokines and synthesis of different destructive factors such as metalloproteases and prostaglandin 
E2 (PGE2). In addition, alterations in the apoptosis of synovial cells is probably responsible for synovial 
hyperplasia. We studied the effects of diosgenin, a plant steroid, and the effects of leflunomide, a disease-
modifying antirheumatic drug in a model of cultured human RA fibroblast synovial cells (RA FLS). 

First, diosgenin inhibits RA FLS growth with apoptosis induction associated with cyclooxygenase-2 
(COX-2) upregulation. We observed a loss of mitochondrial membrane potential, caspase-3 activation and DNA 
fragmentation after diosgenin treatment. These results suggest that the proapoptotic effect of diosgenin is 
associated with COX-2 overexpression correlated with overproduction of endogenous PGE2. 

In the second part of the study, we showed that hight dose of A77 1726 (100 µM), the active metabolite 
of leflunomide, increased interleukin(IL)-10 secretion, decreased IL-11 release and had no effect on tumor 
necrosis factor-α soluble receptor I (sTNFRI) and IL-8 secretion in IL-1β-stimulated RA FLS. Furthermore, our 
results confirmed that A77 1726 decreases IL-6 and PGE2 synthesis while it increases IL-1 receptor antagonist 
(IL-1Ra) secretion. The effect of A77 1726 on IL-10 and IL-11 secretion seemed to be associated with the status 
of p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) activation. Furthermore, A77 1726 was a potent inhibitor of 
nuclear factor-κB (NF-κB) activation induced by IL-1β in human RA FLS. 
 
Key words : rheumatoid arthritis, human synoviocytes, diosgenin, leflunomide, cytokines, interleukin-10, 
interleukin-11, apoptosis, MAPK, NF-κB, cyclooxygenase-2. 
 


