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ABREVIATIONS.

American Rheumatism Association.

ng

pg

C Reactive Protein.
Human Leucocyte Antigen.
Interleukine,
Interferon,

Natural Killer
Polyarthrite rhumatoide.
Transforming Growth Factor.
Unités Internationales.
Microlitre.

Nanogramme.

Nanométre.

Picogramme.
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INTRODUCTION
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La polyarthrite rhumatoide (P.R.) est le plus fréquent des
rhumatismes inflammatoires chroniques, touchant 0,3 a 1,5 % de 1la
population.

La P.R. est une affection & deux visages : c'est d’'abord un
rhumatisme inflammatoire chronique, qui évolue vers des
déeformations et des destructions articulaires liées a la synovite
rhumatoide. C'est aussi une maladie systémique, puisqu'il existe
de fréquentes manifestations extra-articulaires.

Malgré de nombreux travaux consacrés a cette maladie, sa
pathogénie reste mal connue. Des facteurs endocriniens,
génetiques, d'environnement et immunologiques semblent participer
a sa pathogénie, faisant de la P.R. une maladie poly-factorielle.

Dans le souci de contribuer & la recherche de la pathogénie
de la P.R., il nous a sembleée intéressant de comparer une
population de P.R. en rémission a une population de P.R. en
poussée. Dans 10 % des cas, une rémission de la P.R. peut étre
observée soit spontanément, soit grace a un traitement de fond
[58]. Il semble logique de penser que 1'étude comparée des
médiateurs de 1la répbnse immune entre ces deux populations puisse
éventuellement mettre en évidence le réle privilégié de certains

facteurs dans 1'évolutivité de la maladie.
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A la base de ce travail, une étude clinique précise a éteé
réalisée, de maniére a définir et a regrouper les deux catégories
de patients et ceci gréce aux critéres de Pinals [71] pour les
polyarthrites rhumatoides en rémission et aux critéres de 1'A R A
[3] pour les polyarthrites rhumatoides évolutives. Puis, dans
chacun des deux groupes de patients, nous avons reéalisé, par
technique enzymo-immuncmétrique, les dosages plasmatiques de
l‘Interleukine 2 et des Interleukines 1 et 1 8, médiateurs

importants de 1'immunité cellulaire et humorale.
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POLYARTHRITE RHUMATOIDE

EN REMISSION
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FPOL.YARTHRITE RHUMATOIDE

EN REMISSION.-

La notion de P.R. en rémission est une notion maintenant
ancienne, datant principalement des travaux de DUTHIE [20,217],
et SHORT ([97,98] en 1957. La rémission peut s'observer
spontanément, sous traitement de fond ou symptomatique. Elle peut
aussi survenir lors de maladies intercurrentes ou d'états physio-—
logiques particuliers ; il s'agit principalement de 1l'hépatite
virale ou médicamenteuse, méme non iqtérique [74], de 1'infection
par le virus HIV [42,43] et de la grossesse [43]. Ces situations
provoquent toutes trois des perturbations immunoclogiques
profondes.

Jusqu'en 1981, aucune définition précise de la rémission de
la P.R. n'avait eté donnée. Chaque équipe ayant ses propres
criteres de rémission, la comparaison des différentes études n'en
etait que plus mal aisée. C'est en 1981 que PINALS , MASI et

LARSEN [71], au nom d'un sous—comité du comité des criteres
diagnostiques et thérapeﬁtiques de 1'American Rheumatism
Association (A R A), ont proposé B criteres pour deéfinir la P.R.

en rémission.
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I - CRITERES DE REMISSION PROPOSES

PAR L' A-R-A.

I-1 - DEFINITION DES CRITERES DE L'A.R.A. [71]

En 1981, 1'A R A a désigné un groupe de recherche
afin de déterminer des criteéres de rémission de la P.R.. L'enquéte
s'est basée sur les réponses a un questionnaire rempli par 35
rhumatologues, concernant 344 patients atteints de P.R.

Au terme de cette enquéte, ils ont proposé de
considérer un patient en rémission compléte s'il présentait,
pendant une durée minimale de deux mois consécutifs, au moins 5
des 6 critéres suivants, et en rémission incomplete s'il
présentait 3 ou 4 critéres

— deérouillage matinal absent ou n'excédant
pas 15 minutes, |

— absence de fatigue,

— absence de douleur articulaire a 1'interj
rogatoire du patient,

— absence de douleur a la pression ou a la
mobilisation des articulations,

— absence d'épanchement synovial ou téno-—
synovial,

— vitesse de sédimentation inférieure a 30 mm
a la premiére heure chez la femme, a 20 mm a la premiére

heure chez 1'homme.
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Les critéres d'exclusion ont été les suivants :
- manifestations cliniques de vascularite
active,
— peéricardite, pleurésie, myosite,
— et/ou perte de poids récente inexpliquée ou

hyperthermie secondaire a la P.R..

I-2 — SENSIBILITE — SPECIFICITE DES CRITERES DE

REMISSION COMPLETE DE L'A.R.A.

La sensibilité se définit comme la proportion de

patients en rémission compléte, qui satisfont aux critéres de

rémission compléte de 1'A.R.A.

La spécificité se définit comme la proportion de

patients en rémission partielle ou présentant une maladie active,

qui ne

satisfont pas aux critéres de remission compléte de

1'A R A.

Lors de la premiére étude, rétrospective,

réalisée par le comité de 1'A R A en 1981, avec 5 des 6 criteres

présents, les résultats ont été les suivants [71]

WOLFE

— sensibilité : 72 %
—~ spécificitée : 100 5.
Ces résultats ont été corroborés par 1'étude de
et HAWLEY , aussi reétrospective, publiée en 1985 [112]
- sensibiliteée : 80,2 %

— spécificite : 96 %.
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En 1987, ALARCON publiait une nouvelle étude,
cette fois—cli prospective [1] réalisée A partir de deux groupes de
patients atteints de P.R. ; un groupe de 1B1 patients était de
natiocnalité Nord—Américaine,'l'autre groupe de 44 patients de
nationalité péruvienne,

Les résultats ont été les suivants :

— Pour la population Nord-Américaine
sensibilité : B %
spécificité : 100 %

- Pour la population péruvienne
sensibilité : 76,4 %
spécificité : 100 %,

Le pourcentage de la sensibilité dans la popu-
lation Nord-Américaine (B %) n'est pas corroboré aux résultats des
études précédentes. Certaines des critiques proposées dans.le

chapitre suivant permettent d'expliquer en partie ce résultat.
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II - DISCUSSION DE LA NOTION DE

REMISSION PROPOSEE PAR L' AR A

5i la proposition de 1'A R A représente un louable
effort de deéfinition de rémission, a laquelle les rhumatologues
puissent se référer, elle n'est pas exempte de critiques.

L'étude du sous comité de 1'A R A de 1981 était
rétrospective. Elle avait regroupé 344 observations de P.R.,
fournies par 35 rhumatologues. Elles ont été classées ep 3
groupes : P.R. en rémission compléte, en rémission partielle ou en
activité. Le classement des patients dans 1'un des trois groupes
était laissé a 1l'appréciation de chaque clinicien. Pour chaque
patient étaient fournis des renseignements cliniques et
biologiques détaillés. L'étude multi-paramétrigue de ces
renseignements, ainsi qu'une étude de la sensibilité et de 1la
spécificité de chacun d'eux, avaient permis de dégager les six
critéres précédemment exposés.

Or SHARP , dés 19B2, notait que seule une étude
prospective permettrait de valider ces criteres [94]. La seule
étude prospective publiée, celle d' ALARCON [1] a mis en évidence
la faible sensibilité des critéres dans la population
Nord-Américaine. L'origine ethnique ou culturelle de chaque.
patient infTluence trés certainement la réponse a certains
criteéres.

Une des critiques faites a 1'encontre de ces critéres, est

la notion de durée minimale de la rémission compléte de deux mois.
En effet, lors des premiéres années d'évolution de la P.R.,

des épisodes de rémission, habituellement incompléte, mais parfois

compléte, peuvent s'observer,
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SHORT indique que pendant les 7 premiéres années
d'évolution de la P.R., les 2/3 de cette période se passent en
rémission [97].

La durée minimale de deux mois pour authentifier la
rémission est peut-é&tre un peu bréve. On risque en effet d'inclure
en remission des P.R. d'évolution récente, qui présenteront
ensuite de nouvelles pousséas.

Parmi les 5 critéres cliniques retenus, les notions de
douleur et d'asthénie sont trés subjectives. ALARCON é&voque
cette subjectivité pour expliquer en partie la faible sensibilite
des critéres chez les patients Nord-Américains, par rapport aux
Péruviens, ces deux peuples n'ayant pas les mémes notions
culturelles de douleur ou d'asthénie [1,101].

Bien que moins subjectif, le critére d'absence de douleur
articulaire a la mobilisation est parfois difficilement obtenu.
Dans la série de 32 patients de MAZIERES [59], c'est le criteéere
le moins souvent retrouvé. La douleur a la mobilisation n'est pas
toujours liée a4 une maladie inflammatoire active. En effet, peu
nombreux sont les patients qui, en rémission compléte, n'ont aucun
dommage articulaire résiduel, que ce soient des déformations
articulaires, des destructions ostéo—cartilagineuses et/ou des
lésions arthrosiques secondaires. Ces dommages articulaires
peuvent provoquer une douleur a la mobilisation.

Il faut aussi remarquer que, dans les criteres de 1'ARA,
le critére d'absence de douleurs articulaires a la mobilisation ne
peut é&tre retenu, méme si la raison de son défaut n'est pas
imputable a la P R. Le critére ne peut &tre retenu s'il existe,
par exemple, une douleur articulaire liée a une arthrose

primitive.
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L'absence.de critéres biologiques autres que la VS,
notamment immunologiques, ou radiologiques est a remarquer.

Lors de l'enquéfe de 1'A R A en 1881, le dosage des
facteurs rhumatoides (F.R.) a été effectué dans les trois groupes
de patients : P.R. évolutive, en rémission incompléte et compléte.
Entre ces trois groupes, le taux de F.R. n'avait que peu de valeur
discriminative [71]. Dans la P.R. en rémission, le taux est en
genéral bas ; mais il peut &tre aussi &levé dans 22 % des cas.

Pour l'utilisation de critéres radiologiques, il existe
certaines difficultés. Puisqu'il est habituelliement reconnu que
l'apparition de nouvelles érosions est 1'évidence d'une maladie
active, on pourrait utiliser comme critére de rémission la
stabilisation des lésions radiologiques. Cependant, lorsque les
patients ont une P.R. avec destruction articulaire gvancée, il est
difficile de voir s'il apparait de nouveaux dommages articulaires.
De plus, dans certaines conditions, les érosions peuvent s'étendre
en l'absence d'inflammation active, des facteurs mécaniques
pouvant contribuer a la détérioration articulaire [t13].

CABRAL [7] a récemment proposé la notion de rémission
radiologique, en utilisant une radiographie de la main. Chez ces
patients en rémission compléte depuis au-moins deux ans, il a
remarqué, pour un grand nombre d'entre eux, l'apparition
d'ostéophytes symétriques aux articulations métacarpophalangiennes
et une apposition osseuse aux styloides. L'apparition de ces
modifications signifierait que les patients ne souffrent plus d'un
processus inflammatoire catabolique et qu’il se produit un

processus de réparation osseuse post-inflammatoire.
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IT3F - FREQUENCE DE LA REMISSION.

I1 est difficile d'établir une fréquence non biaisée de
la rémission. Cependant, SHORT et coll. [{97] notaient 13,2 % de
rémission en 1954, chez des patients suivis depuis 15 ans en
moyenne et traités uniquement par antalgiques, repos et traitement
orthopédique. 11,3 % des P.R. de DUTHIE [21], suivies depuis 5 a
6 ans, sont en rémission.

Plus récemment, ROTH [83] constatait 9 % de réemission
compléte parmi 275 patients. RASKER et CASH {78] notaient
qu'apres 15 ans d'évolution, 13,8 % de leurs patients avaient une
capacité fonctionnelle normale. Dans la série de patients de

MAZIERES [59], la fréquence est évaluée a 10,5 ss.

L'ensemble de ces résultats converge pour suggérer

qu'environ un malade sur dix présente des rémissions éprés une

longue évolution de la maladie.
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IV - DUREE DE LA REMISSION.

l.'analyse de 1'A R A concluait a la nécessité d'une durée
minimale de deux mois, pour authentifier la rémission [71]. Pans
leur série, la durée moyenne de rémission était de 16 mois, avec
des durées extrémes de moins d'un mois & cinq ans. Seuls 41 % des
patients avaient une rémission supérieure a un an. Dans 1'étude de

SHORT [98}, en 1957, sur 250 patients hospitalisés et suivis

durant 30 ans, 23 ont eu des rémissions d'environ 22 ans,
interrompues cependant d'épisodes inflammatoires.

WOLFE [112] retrouvait une durée moyenne de rémission
de 10 mois. Dans la série de MAZIERES [69], celle-ci était de 30
mois.

lLa durée moyenne de la rémission compléte semble étre de
15 mois, durée tout de méme bréve vis a vis de la dureée

d'évolution de la P.R..
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V - FACTEURS PRONOSTIQUES-

V-1 — AGE DE DEBUT DE LA MALADIE.

Les avis sont divergents. DUTHIE [é] notait
qu'il n'avait que peu de valeur dans la preédiction de 1'évolution
de la maladie. MAZIERES a corroboré cette notion
[58]. |

SHORT (97}, par contre, signalait le meilleur
pronostic d'un age inférieur a 40 ans, d'un deébut aigid de la
maladie avec hyperthermie, douleur et inflammation articulaire
importante. Mais s'agissait-il de P.R. comme elile est actuellement
définie 7 [45].

Enfin, WOLFE [112] remarquait que les
patients en rémission présentaient un &dge de début de la maladie

plus tardif.

v-2 — SEXE.
Il ne semble pas qu’il y ait de différencé
significative.

SHORT [97] retrouvait une plus grande
proportion d'hommes parmi les patients en rémission complete,
ainsi que MASI [58] et WOLFE [112]. Par contre, d'autres
études, comme celles de RAGAN [76] et MAZIERES [59] n'ont pu

attribuer d'influence déterminante au sexe.

V-3 - GROUPAGE HLA ET REMISSION.

Certains groupages HLA de classe II sont
associés a la P.R.. Il s'agit essentiellement du HLA DR4 retrouve
dans 50 & 60 % des cas [104] et du HLA DR1 dans 38 % des cas

1911].
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De nombreuses enquétes n'ont pas trouvé de corrélation entre le
profil évolutif de la maladie et le phénotype HLA., Cependant, il
semblerait que les antigenes HLA DR2 et PRa, dont la fréquence est

diminuée dans la P.R., soient protecteurs [19,92].

V-4 -~ INFLUENCE DU TRAITEMENT DE FOND.

Tout d'abord, il peut paraitre surprenant que
dans la définition de la P.R. en rémission, il ne soit pas fait
référence de l'existence ou non d'un traitement de fond.

Dans 1'étude préliminaire de 1'A.R.A.,
l1'examen des caractéres cliniques et évolutifs des patients en
rémission compléte, avec traitement éu n'ayant jamais regu de
traitement de fond, n'avait pas permis d'objectiver de différence
significative [71].‘Mais il faut tout de méme noter le faible
nombre de patients en rémission compléte, n'ayant jamais recgu de
traitement de fond (21 sur 175 patients en rémission compléte).

Dans la littérature, les séries anciennes de
malades non traités (en-dehors des salicylates et des soins
physiques) ont les mémes pourcentages de rémission que les séries
de malades traités par des traitements de fond [83].

8i 1l'on reprend 1'étude des traitements de
fond des patients en rémission compléte des trois principales
series, on obtient :

1) Dans la seérie de PINALS [71] de 175 patients en
rémission compleéte
— 63 n'ont pas de traitement de fond lors de
l'enquéte

- 21 n'ont jamais regu de traitement de fond,
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— 42 ont eu un traitement de fond auparavant :
sels d'or : 53 %,
anti-paludéens de synthése : 26 5%,
azathioprine : 20,6 %.

- 112 sont en remission compléte avec un

traitement de fond :
sels d'or : BO,2 %,
anti-paludéens de synthése : 11,8 %,
D—-Pénicillamine : 5,2 %,
azathioprine : 2,6 %,
—2} Dans la série de WOLFE [112] de B3 patients en
rémission complete

— 8 n'ont jamais reg¢u de traitement de fond,

— les patients traités ont :
sels d'or : 17,6 %,
D-Pénicillamine : 13,8 %,
autres, non précisés : 68,6 %.

3) Dans la série de MAZIERES [59] de 32 patients en
rémission compléte.
- Tous avaient un traitement de fond lors de la
rémission
sels d'or : 26 %,
anti-paludéens de synthése : 20 %,
. D-Pénicillamine : 17,5 %,

Immuno-suppresseurs : 26 %,
(Chloraminophéne - Cyclophosphamide),

Pyrinithol : 8,8 %.
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GQuelques éléments se dégagent de ces données :

-~ Les patients en rémission compléte sans
traitement de fond sont peu nombreux. Cela peut s'expliqugr par un
biais de recrutement, ces patients consultant peu leur
rhumatologue.

- Dans l'ensemble des trois seéries, on peut
remarquer la prise, pour un pourcentage élevée de patients, de sels
d'or. Ce traitement, bientdét sexagénaire, a 6té un des plus
étudiés et des plus utilisés. Quelques séries ont déja permis
d'étudier le pourcentage de rémission sous ce traitement.

SRINIVASAN ([102] en 1979, rapportait un pourcentage de rémission
de 42 %, SHARP [95], en 1982, en utilisant comme seul critéere de
rémission 1l'absence de dou%eurs articulaires, notait une rémission
déns 37 % des cas. SAMBROOK [B8], en 1982, notait un contréle
complet de la synovite rhumatoide dans 38 % des cas. Mais des
pourcentages plus bas ont aussi été observées. GASPE et SPENCER
[31], dans une étude rétrospective de 12 ans, retrouvaient 17,3 %
de rémission. KEAN [44] en 1983, rapportait une fréquence de
rémission inférieure a 10 %. Enfin, SHIN [986], dans une étude
rétrospective de 297 patients traités par sels d'or, n'observait
une remission d'au-moins deux ans, que dans 8 % des cas. Les trois
études plus récentes montrent la méme hétérogénéité de
résultats : 80 % de rémission a 17 %.

Ensuite, suivant les équipes, les meilleurs
pourcentages de rémission compléte avec traitement de fond sont
obtenus

— so0oit par la D-Pénicillamine,

- soit les anti-paludéens de synthése, comme dans

les séries de PINALS [71) et MAZIERES [59].
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Enfin, dans la série plus récente de MAZIERES [59],
les immuno-suppresseurs {Cyclophosphamide, Chloraminophéne)
obtiennent des pourcentages de rémission intéressants.

Pour clore ce chapitre sur l'influence éventuelle d'un
traitement de fond sur la rémission compleéete, nous évoquerons le
réle d'un traitement de fond plus récent, le Méthotrexate.
Plusieurs équipes n'obtiennent actuellement gqu'un faible
pourcentage de rémission compléte : 3,8 % dans la série de

KRAUSE [498], 14 % pour WEINSTEIN {[108]1, 6,8 % pour KREMER
[560], aucune rémission dans 1'étude contrblée de WILLIAMS [111].
Cette revue rapide de la littérature des traitements de
fond de la P.RH., lors de la rémissidn, ne nous permet pas, bien
sir, de mettre en évidence le préduit capable d'induire une
rémission chez tous les patients.

Quant au pourcentage de rémission sous Methotrexate,
celui-ci est étonnamment bas dans les premiéres études publiées.

Cependant, le recul n'est probablement pas encore

suffisant.
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VI - CONCLUSIONS.

VI-1 — INTERET DES CRITERES DE PINALS.

Les critéres de rémission compléte proposés
par 1'A R A en 1981, ont certains mérites
— 1ils permettent de servir de référence a
l'ensemble des rhumatologues,
— leurs sensibilité et spécificiteée sont,

dans l'ensemble des études, bonnes.

VI-2 — PRINCIPALES CONCLUSIONS DES ETUDES DE

REMISSION COMPLETE SELON LES CRITERES DE

DE L'A R A.

- La fréquence de la rémission compléte est
de 10 % environ des patients atteints de P.R.. |

— La durée moyenne de rémission est de 15
mois, période nettement supérieure aux 2 mois requis dans les
critéres.

— Il ne semble pas y avoir d'influence de
l'age de début de la maladie, du sexe du patient.

- L'ensemble des études publiées comporte peu
de patients sans traitement de fond. Ces patients, consultant peu

leur rhumatologue, doivent étre perdus de vue pour la plupart.
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— Aucun traitement de fond ne permet
d'obtenir actuellement une rémission compléte de longue durée chez
tous les patients. On peut remarquer la fréquence plus élevée
d'utilisation des sels d'or lors de la rémission. Les études plus
récentes mettent aussi en évidence l1'intérét des immuno-—
suppresseurs. Quant au Méthotrexate, qui ne semble pas avoir
d'activité immuno-suppressive, a la posologie utilisée en
Rhumatologie [90], son utilité pour 1'induction d'une rémission

reste encore a déterminer.
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VI-3 - PLUSIEURS TYPES DE REMISSION COMPLETE ?

Les critéres de 1'A R A, essentiellement
cliniques, englobent probablement plusieurs types de rémission :
-~ une rémission clinique et/ou
biologique, |
~ une rémission radiologique, qui
pourrait se définir par l'apparition d'une
construction osseuse, preuve de 1l'arréat des

phénoménes destructeurs.

Pour mieux cerner les patients en rémission
compléte, il serait peut—étre utile d'associer aux criteres
cliniques, des critéres radiologiques simples, ainsi que des
critéres immunologiques, comme le dosage d’'interleukines.

Il serait peut—-&tre utile aussi de
dissocier deux sous—groupes'da patients en rémission compléte, en
fonction de la prise ou non d'un traitement de fond. En effet,
comme nous le verrons dans les chapitres sur les Interleukines 1
et 2, le profil immunologique de ces deux #ous—groupes semble étre

différent.
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PRESENTATION CLINIQUE




- 35 -

PRESENTATION CLINIQUE.

Pour la réalisation de cette étude, les sérums de vingt
sept patients ont été utilisés. Leur répartition est la suivante :
— NeuT patients atteints d'une P.R. en rémission,
selon les critéres de PINALS ,
— Neuf patients atteints d'une P.R. évolutive,
— Neuf sujets sains ; les sérums de ce groupe témoin
ont été employés lors de l'évaluation de 1'activiteé de

1'Interleukine 1 et de I‘Interleukine 2.
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I-  ETUDE DU GROUPE DE NEUF PATIENTS

PRESENTANT UNE P-R- EN REMISSION.

Ces 9 patients, 7 femmes et 2 hommes, porteurs d'une P.R.
sont suivis en consultation dans le service de Rhumatologie du
Professeué DESPROGES—-GOTTERON

En juillet 1989, ces patients ont éte convoqués dans le
service de Rhumatologie. L'anamnése, les examens bara—cliniques,
ainsi que 1'examen clinique, ont permis de veérifier qu'ils
répondaient bien initialement aux critéres de polyarthrite
rhumatoide de 1'ARA 87 [3] et, actuellement, aux critéres de
rémission de PINALS [71].

Lors de cette consultation, les préléevements nécessaires a
cette étude ont été réaliseés

— Bilan inflammétoire i VS et CRP (C Réactive
Protéine : valeur normale de 0 a 5 mg/l).
- Bilan immunologiqhe
recherche du facteur rhumatoide par le test dé
Latex (significatif a partir de 25 UIL/ml},
recherche du facteur rhumatoide par le test de
Waaler Rose (significatif a partir de 12 UIL/mi},
recherche de facteurs anti-npucléaires
(significatifs & partir de 1/100),
dosage du complement sérique total (340 plus ou
moins 70 unités vargues),
dosage des fractions du complément C3 ¢
{(valeurs normales de 0,55 a 1,20 g/1) et C4 (valeurs

normales de 0,20 a 1,20 g/1).
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- Dosage de 1l'Interleukine 1 et de l'Interleukine 2

dans le sang périphériqgue.

I-1 -~ PRESENTATION DES PATIENTS.

Patient N.1

Madame FON..., 41 ans, souffrait d'une P.R.
séro~-positive depuis 4 ans.

Le seul traitement de fond employé était
1'hydroxychloroquine depuis 2 ans. Il était associé au Feldéne*, 2
la dose de 20 mg par jour.

La patiente était en rémission depuis un an.
Lors de la consultation; cing des six criteres de Pinals étaient
présents, la patiente étant toujours asthénique. La C. R P était
normale.

Le bilan immunologique montrait. un test au
Latex a 50 UI/ml et un Waaler Rose a 16 UI/ml. Les facteurs anti-
nucléaires étaient positifs au 1/100é, homogénes. Le complément

était normal.

Patient N.2.

Depuis 9 ans, Madame VIG..., 60 ans, socuffrait
d'une P.R. séro—posifive.

Le seul traitemenet de fond utilisé était les
sels d'or associés a une corticothérapie a doses faibles jusqu'en
1887. Devant l'apparition d'une intolérance cutanée, les sels d'or
étaient stoppés. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (50 mg

d'Indocid* par jour) étaient depuis utilisés seuls.
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Depuis 18 mois, la patiente était en rémission.
Elle présentait, lors de la consultation, cing criteéres de Pinals.
Il existait en effet, une sensation de raideur matinale d‘'une
heure au niveau des poignets et des métacarpophalangiennes des
deux mains, sans douleur articulaire associée.

La C R P était normale.

Le test au Latex était a 25 Ul/ml et le Waaler
Rose a 16 UI/ml ; les facteurs anti-nucléaires étaient négatifs et

le complément normal.

Patient N.3.

Monsieur JOL.,.., 57 ans, avait une P.R. séro-
positive depuis 17 ans.

L'utilisation d'un traitement de fond par
1'hydroxychloroquine n'était débutée qu'en 1981.

Devant son inefficacitée, en 1987, cette
thérapeutique était remplacée par les sels d'or injectables. Puis
apparaissait cing mois plus tard, une thrombopénie qui faisait
stopper les sels d'or. Une corticothérapie était mise en place a
la dose de 1 mg/kg/jour.

En 1888, la P.R. devenait asymptomatique. Il
n'existait pas de récidive de la thrombopénie,

Lors de la consultation en juillet 89, le
patient présentait les six critéres de Pinals. Il ne prenait aucun
traitement de fond. La corticothérapie journaliére était de 6 mg .

La C R P était normale.

Le Latex etait positif a 200 UI/ml et le Waaler
Rose a 256 VUI/ml. Il n'y avait pas de facteurs anti-nucléaires. Le

compiément était normal.
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Patient N.4.

Lta P.R. séro—positive de Monsieur LAU..., 62
ans, éveoluait depuis 1875.

Différents traitements de fond ont éteé
employés : sels d'or de 1975 & 1978, pyrinithol en 1979, puis
1'hydroxychloroguine & partir de 1980. L'observance du traitement
n'était guere rigoureuse. Devant la disparition de toute symptoma-
tologie douloureuse depuis 1987, le patient cessait spontanément
l'hydroxychlorogquine. Le seul traitement symptomatique employé
était le Voltaréne LP*. Lors de la consultation, cing criteres de
Pinals étaient retrouvés. En effet, le patient avait une VS a 34
mm a la premiére heure,

lLa C R P était a 3,9 mg/l. Le test de Latex
était positif a 800 UI/ml et le Waaler Rose a 256 UI/ml. Les
facteurs anti-nucléaires étaient positifs au 1/100. Le complément

était normal.

Patient N.5.

Madame VIN..., 58 ans, présentait une P.R.
séro—neégative évoluant depuis 1985.

Aprés l'emploi de la D-Pénicillamine de 1985 a
1986, puis les sels d'or durant un an, le Méthotrexate était
utilisé a partir de 1987 a la dose de 5 mg par semaine.

Lors de la consultation, la patiente, toujours
sous Méthotrexate, était en rémission depuis 28 mois. Elle ne
prenait aucun traitement symptomatique.

Cing critéres de Pinals étaient présents, une

astheéenie étant toujours persistante.
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La C R P était normale.
Les tests de Latex et Waaler Rose étaient
toujours négatifs. Les facteurs anti-nucléaires étaient absents,

le complément normal.

Patient N.G6.

Depuis 25 ans, Madame FRI..., 86 ans, scuffrait
d'une P.R. séro—-négative.

Les sels d'or, premier traitement de fond
employé en 1972, ont été arrétés en 1978 devant 1'apparition d'une
intolérance digestive. L'hydroxychlorogquine est ensuite utilisée,
puis la salazosulfapiridine a partir de 1984,

Les signes de rémission sont apparus en 1985.
Lors de la consultation, la durée de la rémission éetait de 48
mois, sous salazosulfapyridine. Les 6 critéres de Pinals étaient
présents.

La C R P était normale.

Les tests de Latex et Waaler Rose restaient
négatifs.

Les facteurs anti-nucléaires étaient positifs,

supérieurs a 1/100, homogénes. Le complément était normal.
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Patient N.7.

Madame LEL..., 75 ans, avait une P.R. séro—
positive depuis 13 ans.

Dans un premier temps, elle a été traitee par
ies sels d'or, puis par 1'hydroxychloroquine jusqu'en 1882, et
enfin par le pyrinithol poursuivi jusqu'en mars 198B9. A cette
période, la patiente était hospitalisée dans le service, car il
apparaissait des nodules sous-cutanés des avant—bras. S'y
associaient un syndrome sec ainsi qu'une parotidite bilatérale.
Aprés biopsie des nodules, le diagnostic retenu était celui d'une
sarcoidose associée a une P.R. en rémission depuis trois mois.
Aucune corticothérapie n'était mise en route.

En juillet 1989, la patiente était toujours en
remission depuis 7 mois, saﬁs traitement de fond.

Les 6 critéres de Pinals étaient présents.

La C R P était normale.

Les réactions de Latex et Waaler Rose étaient.
négatives,

Les facteurs anti-nucléaires étaient positifs

au 1/100. Le complément était normal.

Patient N.,8B.

Madame FAN..., 74 ans, avait une P.R. séro-
négative, évoluant depuis 33 ans.

Différents traitements de fond ont éte
employeées : hydroxychloroquine, sels d'or, pyrinithol, puis sala-

zosulfapyridine a partir de 1988,
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Un mois aprés le début de ce nouveau
traitement, la patiente présentait une rémission de sa PiR"

Lors de la consultation en juillet 1989, 1a
remission persistait depuis 17 mois. La patiente prenait 150 mg
par jour de salazosulfapyridine associés a 50 mg de Cébutid* par
jour. Les 6 critéres de Pinals étaient preésents.

La C R P était augmentée a 12,9 mg/1.

Les tests de Latex et Waaler Rose étaient
négatifs, de méme que les facteurs anti-nucléaires. Le complément

était normal.

Patient N.9.

Madame LAF..., 64 ans, souffrait d'une P.R.
séro-positive depuis 1970.

La patiente a été traitée par les sels d'or,
puis par 1'hydroxychloroquine ; devant 1'apparition d'une
rémission en 1979, tout traitement de fond a été arrété depuis
1980.

La patiente a été hospitalisée dans le service
. de Rhumatologie en aolt 1989 pour le bilan de tassements
vertébraux, associés a une hypogammaglobulinémie. Un lymphome
malin non hodgkinien a eté diagnostique.

Lors de cette hospitalisation, les 6 critéres
de Pinals ont été retrouvés,

La C R P était normale.

Les réactions de Latex et de Waaler Rose ainsi
que les facteurs anti-nucléaires étaient négatifs. Le complément

était normal.
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I-2 — CONCLUSIONS.

Le tableau I présente l1l'ensemble des résultats
obtenus chez ces neuf patients.

L'age moyen de ces patients est de 82 ans (Aages
extrémes : 41 a 75 ans).

La durée moyenne d'évolution de la P.R. est de
16 ans (durées extrémes : 2 a 31,5 ans).

La remission de la P.R. évolue en moyenne
depuls 21 mois (durées extrémes : 4 mois a 10 ans).

. Six de ces patients ne prennent plus aucun
traitement de fond. Deux utilisent la salazosulfapyridine
{patients N.6 et N.B) depuis respectivement 4 ans et 1 an. Un
patient (N.5) recoit 10 mg de Méthotrexate par semainhe depuis 3
ans et demi.

Cing des neuf patients présentent tous les
critéres de Pinals. Lorsqu'il manque un critére, il s'agit deux
fois de l'existence d'une asthénie, une fois d'une raideur

matinale et une fois d'une VS > 20 mm a la premiére heure.
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IT - ETUDE DU GROUPE DE NEUF PATIENTS

PRESENTANT UNE P-R:- EVOLUTIVE.

II-1 - GENERALITES.

lLes neufs patients choisis pour cette étude
sont des patients hospitalisés dans le service de Rhumatologie
entre juin et aolt 1989, soit lors de la réalisation de
synoviorthéses isotopiques articulaires, soit lors d'une poussée
de leur maladie. L'ensemble de ces patients répond aux critéres de
P.R. de 1'ARA 1987 [3].

Ce groupe est composé de 8 femmes et 1
homme .

Pour chaque patient, les tests suivants ont
été réalisés
— bilan inflammatoire : VS,
— dosage de l'interleukine 1 et interleukine 2 dans le sang

periphérique.

II-2 —~ PRESENTATION DES PATIENTS.

Patient N.1.

Madame LES..., 47 ans, avait une P.R. séro-
positive depuis 7 ans.

Un traitement par hydroxychloroguine était
effectué jusqu'en mai 1989. Suite a une nouvelle poussée de sa
maladie depuis février 1989, un traitement par sels d'or oraux a
eteé institue.

Lors de son hospitalisation en juin 1989
pour synoviortheéese des deux poighets, la patiente était sous

Ridauran* (6 mg/jour) et Cébutid=* {100 mg/jour).
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LLa raideur matinale était de 2 heures ;

1'indice de Ritchie était a 10.

La VS était a4 24 mm a la premiére heure.

Patient N.Z2.

Monsieur SEG..., 50 ans, était suivi dans le
service de Rhumatologie depuis 2 ans pour une P.R. séro—négative.

Un traitement de fond par hydroxychloroquine
jusqu'en 1987, puis par salazosulfapyridine a été réalise.

Lors de son hospitalisation, ce patient
présentait une nouvelle poussée de sa polyarthrite depuis 2 mois,
malgré la prise de 3 cp/jour de salazosulfapyridine et de 550 mg/j
d'Apranax*.

La réideur matinale était d'une heure ;
1'indice de Ritchie était a 10,

La VS était a4 20 mm a la premiére heure.

Patient N.3.

Madame RIV..., 71 ans, a été hospitalisée
dans le service de Rhumatologie en juillet 1989.

Elle présentait une polyarthrite évoluant
depuis 3 mois, touchant de fagon symétrique les deux poignets, les
deux épaules ainsi que les deux hanches. Le traitement comportait
de 1'Indocid* a 100 mg/jour.

La raideur matinale était de 3 heures ;
l'indice de Ritchie éetait a 2o0.

La VS était a 80 mm a la premiére heure.
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Les réactions de Latex — Waaler Rose étaient
négatives. Les facteurs anti-nucléaires sont positifs au_1/500,
homogenes, sans augmentation des anticorps anti-DNA. Le complément
etait normal.

Les radiographies des mains mettaient en
évidence des géodes au niveau du carpe.

Le diagnostic retenu a été celui de

polyarthrite rhumatoide débutante.

Patient N.4.

Madame DIE..., 60 ans, souffrait depuis B8
ans d'une P.R. séro—pogitive, évoluant rapidement ma;gré l'emploi
successift de nombreux traitements de fond.

Les sels d'or ont d'abord eté utilisés, puis-
stoppés devant 1l'apparition d'un prurit. La salazosultapyridine
etait également arrétée quelques mois plus tard devant
1'apparition de troubles digestifs. L'hydroxychloroquine, puis le
Méthotrexate ont été prescrits mais n'ont pas été efficaces.

Lors de son hospitalisation en juillet 89,

. Madame DIE... présentait une nouvelle poussée de P.R. depuis un
mois. Le traitement’symptomatique comportait le Cortancyl* (15
mg/jour) associé a 1'Indocid* (100 mg/jour).

La raideur matinale était de 3 heures ;
l'indice de Ritchie était a 20.

La VS était a4 70 mm a la premiére heure.

Patient N.5.

Madame GAU..., 75 ans, souffrait d'une P.R.

séro-positive depuis 18 ans,




- 48 -

Les sels d'or ont été emplovés durant 14
ans, puis le pyrinithol de 1981 a 1989, enfin le Méthotrexate de
janvier a juin 1989, Ce traitement était arrété en raison de
l'apparition de troubles digeéstifs.

Lors de son hospitalisation, la patiente
présentait une nouvelle poussée depuis un mois. Elle n'avait plus
de traitement de fond. Elle était sous Solupred* 15 mg/jour,

| La raideur matinale était d'une heure ;
l'indice de Ritchie était a 18.

La VS8 était a 42 mm a la premiére heure.

Patient N.G.

Madame AUP..., 74 ans, était atteinte d'une
P.R. séro-négative depuis 18 ans.

Un traitement de fond par la salazo-
sulfapyridine n'a été instauré qu'en 1982.

Lors de son hospitalisation en juillet 1989,
la patiente présentait une poussée de sa P.R. depulis deux mois.

Elle était sou§ salazosulfapyridine associeée
au Cébutid* (100 mg/jour).

La raideur matinale était d'une heure ;

1'indice de Ritchie était a 10.

Patient N.7.

Madame GUY..., 78 ans, avait une P.R. séro-—

négative depuis 9 ans.
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Différents traitements de fond ont été
employés : hydroxychloroquine, D-Pénicillamine, puis la salazo-
sul fapyridine, tous arrétés pour inefficacité. La patiente était
sous sels d'or (Ridauran* : 6 mg/jour) depuis février 19839,
associés au Cortancyl* @ 10 mg/j.

En aoldt 1989, une nouvelle poussée de P.R.
motivait 1'hospitalisation dans le service,

lLa raideur matinale était d'une heure ;
l'indice de Ritchie était a 20.

La VS5 était a 62 a la premiére heure.

Patient N.8.

Madame MAZ..., 81 ans, souffrait d'une P.R.
séro—-positive depuis un an.

Malgré un traitement par hydroxychloroquine
et sels d'or associés a 10 mg de Cortancyl™ et 550 mg d'Apranax¥*,
il apparaissait une nouvelle poussée de P.R. en juillet 1989,

La raideur matinale était de 3 heures ;
l'indice de Ritchie était a 16.

La VS était a 105 mm a la premiére heure.

Patient N.9.

Madame VAL..., 80 ans, était porteuse d'une
P.R. depuis 5 ans.

L'hydroxychloroquine était débutée en 1984.
La D-Pénicillamine, puis le cyclophosphamide en 1986 ont eéte

prescrits.
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La patiente était hospitalisée en aodt 1989
devant l'apparition d'une nouvelle poussée. Son traitement ne
comportait que le Solupred* a la dose de 20 mg/jour. La raideur
matinale était de 3 heures ; l'indice de Ritchie était a 18.

La VS eétait a 50 mm a la premiére heure.

ITI-3 — GCONGCLUSIONS.

Le tableau II présente 1l'ensemble des
résultats obtenus chez ces neuf patients.

L'&dge moyen de ce groupe de patients était
de 65 ans (&ges extrémes : 44 a 81 ans).

La durée moyenne d'évolution de la P.R.
etait de 7,5 ans (durées extrémes : 2 mois a 18 ans).

5 patients avaient une P.R. séro-positive.

5 patients avaienit lors de cette étude un
traitement de fond : 2 patients recevaient des sels d'or (patients
N.1 et N.7), un patient était sous 1l'association sels d'or -
hydroxychloroquine (patient N.B) et 2 patients étaient sous

salazosulfapyridine (patients N.2 et N.G6).
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IOXr - ETUDE DES NEUFS SUJETS TEMOINS.

Il s'agissait de neuf sujets témoins, agés de 28 a 35

ans, en bonne santé, ne prenant aucune thérapeutique.
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DOSAGE DE L'INTERLEUKINE - 2 DANS

LA P.R- EVOLUTIVE ET EN REMISSION-




- 54 -

DOSAGE DE L'INTERLEUKINE - 2 DANS

LA P-R: EVOLUTIVE ET EN REMISSION

I - GENERALITES SUR L'INTERLEUKINE-Z.

L'IL-2 est une molécule découverte en 1976 par Robert
GALLO [67]. Elle est appelée initialement *facteur de croissance
pour les cellules T" (T C G ), en raison de sa propriété a
stimuler la prelifération des lymphocytes T.

En 1979, elle est nommée définitivement Interleukine 2
{IL-2) par un comité international.

Les nombreuses études réaliseées depuis 1979 ont permis de
montrer que 1'IL-2 jouait un réle directement ou indirectement

dans la prolifération et la maturation d'autres types cellulaires.

1-1 — STRUCTURE DE {'INTERLEUKINE 2.

L'IL-2 est produite par les cellules T au
cours des premieéres heures suivant la stimulation par 1'antigeéne.
Elle peut é&tre aussi produite par les cellules NK ou les
lymphocytes granuleux de grande taille (L. G L), stimulés par un
antigéne ou une lectine [81].

L'IL-2 est constituée d'un seul peptide de
133 acides aminés de poids moléculaire compris entre 14,5 et 17
kilodaltons [110]. L'IL-2 est sialylée et glycosylée. Cependant,
la cupule glucidique ne semble jouer aucun réle dans 1'activite du
peptide, puisque l'aptitude de 1'IL-2 recombinante & faire
proliférer les cellules T est comparable a celle de 1'IL-2

glycosylée [81].
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L'apparente hétérogénéité de 1'IL-2 résulte probablement de

differences dans la glycosylation de la molécule [80].

1-2 - STRUCTURE DU RECEPTEUR DE L'ILZ2.

Le récepteur de 1'IL-2 est un récepteur
membranaire, spécifique de 1'IL-2. Ce récepteur est formé de deux
chaines, chacune capable de se lier a 1'IL-2, avec une affinité
différente. Selon la nomenclature de SHARON [93}, la chaine X
de poids moléculaire 55 kilodaltons, connue comme la protéine Tac
ou le CD 25, représente le récepteur IL-2 de faible affinité. La
chaine £, de poids moléculaire 75 kilodaltons, fixe 1'IL-2 avec
une affinité intermédiaire et représente le récepteur de 1'IL-2,
d'affinité intermédiaire. L'association des chaines et B forme le
récepteué de haute affinité, responsable de l'internalisation de
ligand et donc des effets cellulaires de 1'IL-2 [63,89,109].

lL.a chaine est une glycoprotéine inductible de
251 acides aminés, codée par un seul géne sur le chromosome 10. Le
domaine intracytoplasmique de la chaine est formé de 13 acides
aminés ; il a un résidu sérine qui est phosphorylé en présence de
1'IL-2 [53}].

La chaine & est présente sur les cellules T
activées, B activées et les macrophages activés par 1'interféron
gamma .

La chaine B est retrouvée sur les cellules T et
NK au repos [57], ainsi que sur certaines lignées leucémiques.

Sur les cellules activées, les récepteurs de
haute et faible affinité sont exprimeés pour un rapport de 1 a4 10.
Seul le récepteur de haute affinité est présumé se lier a 1'IL-2 a

doses physioclogiques et médier les effets de prolifération.
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Cependant, a doses supra-physiologiques, la chaine B seule peut
médier cet effet de prolifeération.

Récemment, certaines équipes ont montreé
l'existence d'une probable troisiéme sous unité, la chaine 2/.
Cette chaine U’ serait un partenaire essentiel pour la formation,
avec la chaine B, du récepteur IL-2 d'affinité intermeédiaire [9].

Enfin, une forme soluble du récepteur de 1'IL-2 de

faible affinité, de poids moléculaire de 40 kilodaltons a été mise
en évidence dans le surnageant des lymphocytes activés, ainsi que
dans le sérum et les liquides biologiques.

Le récepteur soluble peut se lier a 1'IL-2 [84].
Il a une affinité identique a celle de la protéine de surface
cellulaire [105}].

La concentfation de cette forme soluble est
augmentée lorsqu'existe une activation inflammatoire médiée par

les cellules T [46,105].

1-3 — SYNTHESE D'IL-2 PAR LES LYMPHOCYTES T ACTIVES.

L'IL-2 est synthétisée principalement par les
lymphocytes T activés. La synthése d'IL-2 peut &tre stimulée par
des phorbol-esters, des lectines {phyto-hémagglutinine,
concanavaline A), certains anticorps mitogéniques {anticorps
contre l'antigéne membranaire CD2), ainsi que par un antigene
spécifique du récepteur T présenté dans le contexte des molécules
HLA de classe II. L'induction maximale de la production d'IL-2
requiert la présence d'un deuxiéme signal : 1'Interleukine 1,
sécrétée principalement par les monocytes macrophages.

l.es cellules T CDa+ paraissent sécréter plus

d'IL-2 que les cellules T CDg+ [57].
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Les événements amenant a la seécrétion d'IL-2 par
les lymphocytes T sont les suivants

- le iymphocyte T au repos (phase GO)
exprime peu ou pas de récepteur d°'IL-2. Par contre, il exprime des
récepteurs antigéniques.

- Lors du contact antigéne présenté par une
molécule HLA de claﬁse II —~ reécepteur antigénique, la celliule T
passe en phase G1. Il se produit une induction rapide de
l'expression de récepteurs d'IL-2 de surface.

— En méme temps que la transduction du
signal antigéne spécifique, se produit une synthése et une
sécrétion d'IL-2 par 1és lymphocytes T activés. L IL-2 peut se
lier aux récepteurs IL-Z de surface.

— Lorsqu'une densité critique de récepteurs -
IL-2 sont occupés par les molécules d'IL-2, la cellule T passe en

phase preliférative (S, G2 et M) [57].

I-4 — ACTIONS DE L'IL-2

L'IL-2 a une action autocrine ainsi que paracrine
{figure N.1)

I-4-1 - ACTIONS SUR LYMPHOCYTE T,

La premiére action de 1'IL-2
reconnue a été celle de facteur de croissance des lymphocytes T.
Elle permet en effet le passage des lymphocytes en phase
proliférative. Elle agit sur tous les lymphocytes T. C'est aussi
un facteur de différenciation des cellules T en influencant le

développement de la fonction effectrice cytolytique.
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Figure N° 1 : Rdles multiples de 1'IL-2

M @ : macrophages ; fact : cellule T activée
T sup : T suppresseur ; Teytox : T cytotoxique

NK : cellule natural killer ; B act : cellule B activée
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Elle induit d'autre part la
sécrétion d'autres lymphokines par les cellules T
- l'interférona’)
- le BCGF (B Cell Growth Factor).
En 1'absence d'IL-2, la blasto-
génese peut se produire, mais les ceillules sont incapables

d'entrer en phase 5 de leur cycle de prolifération [56].

I-4-2 - ACTIONS SUR LYMPHOCYTE B.

L'IL-2 a un effet direct sur les
cellules B, en plus de l'induction de lymphokines spécifiques du
iymphocyte B. En effet, 1'IL-2 est un puissant facteur
d'activation des lymphocytes B. Aprés stimulation antigénigue, les
cellules B expriment des récepteurs pour 1'IL-2. L'IL-2 accroit
alors la prolifération des cellules B et la production d'immuno-—

giobulines.

I-4-3 - ACTIONS SUR D'AUTRES CELLULES.

L'IL-2 peut générer l'activité NK
des grands lymphocytes granuleux. Cet effet est utilise pour
induire in vivo et in vitro des cellules cytotoxiques anti-
tumorales (LAK = Lymphokine Activated Killer Cells).

Enfin, 1°IL-2 peut premouvoir
l'activation des macrophages.

Contrairement a 1'IL-1, 1'IL-2 ne

semble pas avoir d'action en-dehors du systéme lymphoide.
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I-5 -~ MECANISME GENERAL D'ACTION CELLULAIRE DE L'IL-2.

Certaines études indiquent que 1'IlL-2 médie ses
effets en stimulant directement 1'activation d'une protéine
kinase, apreés liaison avec le récepteur IL-2 {4].

D'autres équipes suggeérent que 1'IL-2 induit la
génération de seconds messagers, comme 1'inositol triphosphate ou

le diacylglycérol [60].
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IT - TECHNIQUE DE DOSAGE DE

L'INTERLEUKINE 2.

II-1 - PRINCIPE DE LA REACTION.

Grace au Professeur RIGAUD et au Docteur
GRASSI , nous avons eu l'opportunité de réaliser les dosages

d'Interleukine 2 et 1 au centre C E N — SACLAY, dans la section de
Pharmacologie et d'Immunclogie.

La technique employée est une technique enzymo-—
immunométrique a double site, decrite par GRASSI et PRADELLES
[32]. Elle utilise comme traceur un couple d'anticorps monoclonaux
spécifiques de 1'IL-2. Un des anticorps monoclonaux est immobiliseé
sur une phase solide (plaque de microtitration de 96 puits).
L'autre anticorps monoclonél est marqué a l'acetyl-cholinesterase
{AchE) : c'est 1le conjugué Fab' - AchE.

g'anticorps monoclonal immobilisé sur la phase
solide réagit avec les molécules d'IL-2 d'un échantillon, en méﬁe
temps que 1'autre anticorps monoclonal complémentaire marqué a
1'AchE. La quantité d'enzyme fixée sur la phase solide est
proporticnnelle a la quantité d'IL-2 présente dans 1'echantillon.

La phase solide est ensuite lavée et le réactif
d'Eliman, qui contient le substrat de 1'AchE, est ajouté au puits.
L'AchE clive alors le reéactif d'Ellman, faisant apparaitre une
substance jaune. La densité de 1a couleur, qui est déterminée par
spectro photométrie d'absorption a 412 nm, est proportionnelle a
la quantité d*AchE liée a la phase solide, et donc proportionnelle

a la quantité d'IL-2 contenue dans 1'échantillon (figure N.2).
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Figure N°2 : Mécanisme d'action de la réaction
enzymo-immunométrique & deux sites.
1 - Anticorps de capture.
2 - Anticorps traceur.

AchE : Acetyl Cholinestérase.




- 63 -

Les anticorps monoclonaux anti-IL-2 proviennent
de liquide d'ascite de souris non immunisées. Ces anticorps sont
purifiés. Un couple d'anticorps monoclonaux a éteé sélectionne
parmi différentes paires d'anticorps monoclonaux compatibles pour
leurs propriétés optimales dans 1la technique immunométrique a
double site.

Le fragment Fab' est obtenu aprés traitement par
la pepsine de 1l'anticorps monoclonal. Des fragments F (ab')}2 sont
alors libérés. Puis, aprés réduction de ces fragments, en présence
de Bmmercép£o éthylamine, les fragments Fab' sont obtenus.

L'acétylcholinesterase utilisée provient de
l'anguille électrique Electrophorus électricus. Elle est purifiée
par chromatographie d'affinité. C'est la forme tétramérique de
l'enzyme (forme G4) gui est utiliseée {73]. L'activiteé acetyl-
cholinestérasique est mesurée en utilisant la méthode
colorimétrique d'Ellman [73]. Une unité Ellman d'enzyme est
définie comme la quantité d'enzyme produisant une augmentation de
1*absorbance d'une unité d'absorbance a 25.C, durant une minute,
dans un millilitre de milieu, pour une longueur de trajet optique
d'un centimétre. Cette unité correspond a environ 8 ng d'enzyme ou
7,32 unités d'enzyme,

Le conjugué fragment Fab' de l'anticorps
monoclonal—-AchE est obtenu par couplage covalent selon une méthode
dérivée de celle décrite par ISHIKAWA et coll. [40].

Le réactif d'Ellman contient de l'acetyl-
thiocholine qui est clivée par 1'AchE pour donner de la
thiocholine libre. La thiocholine réagit alors avec le dimére de
l'acide 5~ thio-2-nitrobenzoique, deuxiéme composant du réactif d°

Ellman, produisant une couleur jaune mesurable en trente minutes.
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lLLa réaction a lieu en plaques de microtitration a
86 puits coatés de l'anticorps monoclonal dirigé spécifiquement
contre 1'1IL-2.

Les puits sont remplis avec 200 ,ul d'une
solution a 10 ,ug/ml d'anticorps monoclonal anti-IL-2 dissocut dans
50 mM de tampon phosphate pH 7,4. Aprés une nuit a 20.C, les puits
sont lavés avec 10 mM de tampon phosphate pH 7,4, contenant 0,056 5%
de Tween 20.

La phase solide est alors saturée en ajoutant
50 ,ul de tampon E I A (tampon composé par 100 mM de tampon
phosphate pH 7,4 contenant 400 mM de Nacl, 1 mM d'EDTA, 10 % de
sérum albumine bovine et 0,01 % de sodium azide) durant au moins 4
heures a une température dé 20.C. Les plaques sont conservées
ensuite a +4.C avec le tampon jusqu'a leur utilisation.

A la sortie des plaques, celles—ci sont lavées

avec le tampon de lavage contenant du Tween 20.

2-2 -~ MODE OPERATOIRE.

Z2-2-1 — PREPARATION DES STANDARDS.

A partir d'une solution a
concentration déterminée d'IL-2 (10 ng/ml), on effectue une gamme
d'étalonnage. Les dilutions de la solution standard sont réalisces
de maniére a cbtenir des solutions a 250 pg/ml, 125 pg/ml,

62,5 pg/ml, 31,5 pg/ml, 15,6 pg/ml, puis 3,9 pg/ml. Les dilutions
se font avec le tampon EIA.

Le plasma témoin est obtenu a partir

du plasma de sujets sains, ne contenant pas d'IL-2,
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La droite d'étalonnage est reéalisée
entre les concentrations d'IL-2 en pg/ml et les densites optiques
des standards, dont on a retranché la valeur de la densité optique
lue pour le témoin de la reéaction.

Le seuil de la sensibilite de la

réaction est de 4 pg/ml.

2-2-2 - DISTRIBUTION.

Elle s'effectue a raison de 100 ’Pl
de chaque témoin, chaque standard et de chaque sérum de patient
non dilué dans les puits "coateés®.

Le sérum des patients a été conserve
avant emploi a —80.9 apreés centrifugation a froid, sans dilution.

2-2-3 - ADDITION DU TRACEUR:

Dans chaque puits est déposé 100 ,pl
du traceur : IL-2 - AchE a la concentration de 10 unités
Ellman/ml. Une incubation a +4.C durant la nuit est ensuite
réalisée. Les puits sont ensuite laves plusieurs fois avec le
tampon de lavage.

2-2-4 —~ REVELATION DE L'ENZYME.

Aprés lavage, 100 ,yl de réactif
d'Ellman sont déposés dans chaque puits a +20.C.

On laisse se dérouler la reaction
durant 30 minutes a 20.C en agitant.

2-2-5 - LEQTURE.

La lecture ne nécessite pas d'arrét
de la réaction. La lecture de 1la densité optique se fait au bout
des 30 minutes de réaction, par spectro-photomeétrie d’absorption

412 nm.
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Les différentes valeurs de densiteé
optique sont relevées et une courbe d'étalonnage peut &tre tracee

grace aux différentes dilutions du standard.
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IIT - RESUL TATS.-
{tableau N,III1).

Neus avons effectué le dosage de 1'IL-2 chez tous les
patients de notre étude. Les sujets sains nous ant servi de
témoins.

Tenant compte du seuil de sensibilité de la technique,
toute valeur inférieure a 4 pg/ml est considérée comme nulle et le
taux d'Il.-2 comme indosable.

La courbe d'étalonnage (figure N.3) passe a l'origine.
Elle se trouve é&tre linéaihe jusqu'a une concentration d'IL-2 de

250 pg/ml.

IIT-1 - POPULATION TEMOIN.

Pour les neuf sérums utilisés, le

taux d'IL-2 est indétectable.

ITI-2 — POPULATION DE P.R. EN REMISSION.

Les taux d'IL-2 sont compris entre 4
et 180 pg/ml. La moyenne des taux d'IL-2 est de 54 pg/ml.

Nous avons divisé notre population de
vpatients en deux sodsmgroupes :

— Ssous—groupe des P R en rémission sans traitement de fond
(6). Quatre des six patients ont des taux d'IL-2 faibles {4 pg/ml,
5 pg/ml, 8 pg/ml, 20 pg/ml).
La moyenne des taux d'IL-2 des P R en rémission sans

traitement est de 32 pg/ml
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Figure N° 3
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— sous—-groupe des P R en rémission avec traitement de fond
{(3). Deux des trois patients ont des taux d'IL-2 éleves

{107 pg/ml, 180 pg/ml).

La moyenne des taux d'IL-2 des P R en rémission avec

traitement de fond est de 98 pg/ml

III-3 — POPULATION DE P R EVOLUTIVE.

lLes taux d'IL-2Z2 sont compris entre 10
et 130 pg/ml. La moyenne des taux d'IL-2 dans les P R évolutives

est de 61 pg/ml
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IV - DISCUSSION GENERALE.

IV-1 — INTERPRETATION DES RESULTATS.

Dans la population des P R en rémission, les deux
sous—groupes, individualisés en fonction de 1'existence ou non
d’un traitement de fond, ont des taux d'IL-2 différents.

Dans le sous-groupe des P R en rémission sans
traitement, le taux d’'IL-2 est bas. Le seul taux élevé (105 pg/ml
pour patiente N.7) était observé chez une patiente ayant une
sarcoidose évolutive lors du prélévement. Le taux élevé est
peut-étre lié a cette affection ou existent des perturbations de
l'immunité cellulaire.

Par le test de U de Mann-Whitney, nous n'avons
pas trouvé de différence statistiquement significative entre les
deux sous—groupes de P R en rémission.

Il n'existe pas non plus de différence
statistiquement significative entre les taux d'IL-2 dans la P R en
rémission, avec ou sans traitement de fond, et les taux d'IL-2
dans la P R évolutive.

L'absence de significativité du test est en
partie liée au faible nombre de patients de chaque groupe.

Dans le groupe des P R évolutives, nous avons
cherché a établir une corrélation statistique entre les taux
d'IL-2 et les paramétres suivants : V.S8., indice de Ritchie,
raideur matinale. Le test utilise est celui de la corrélation des

rangs de Spearman.
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Nous n'avons pas retrouvé de corrélation entre la
V.5., l'indice de Ritchie et les taux d'IL-2. Par contre, il
existe une corrélation négative statistiquement significative
entre la raideur matinale et le taux d'IL-2 (p <0,05).

Nous n'avons pas noté 1'influence d'un traitement

de fond particulier sur le taux d'IL-2.

IV-2 - DISCUSSION EN FONCTION DES DONNEES DE LA
LITTERATURE.
Iv-2-1 - SITUATION PARADOXALE DE L'IL-2 DANS PR

Certains éléments peuvent faire penser
que 1'IlL-2 est présenfe en grande quantité au cours de la
P R évolutive : la synoviale est le siége d'un infiltrat de
cellules mononucléées, principalement des lymphocytes T CD4+
activés, exprimant & leur surface des marqueurs d'activite
(antigéne HLA de classe II, récepteurs pour 1'IL-2) [25]. I1
existe aussi dans la synoviale de nombreux lymphocytes B, dont la
différenciation est sous la principale action de 1'IL-2.
L'activation des macrophages est elle aussi induite par 1'JIL-2.

Or, et c'est pourquoi la situation
est paradoxale, la brésence d'IlL.-2 dans le liquide synovial et 1le
sang périphérique des gens atteints de P R est trés contestée. La
plupart des travaux ont montré un déficit de production de 1'IL-2
au cours de la P R, surtout dans le liquide synovial, moins
frequemment dans le sang périphérique. La réponse des lymphocytes

T & 1'IL-2 exogéne est méme déficiente [12,36,€4].
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Iv-2-2 - DEFICIT DE PRODUCTION DE L'IL-2 DANS

LA P R.

La majorité des travaux a montré une
baisse de la production d'IL-2 au cours de 1la P R [5,10,12,23,24,
26,28,39,47,48,64,66,68,72,100,106]. Leurs résultats sont pour la
plupart basés sur des tests biologiques.

a}) Les tests biologiques.

~ Description générale.

Les tests biologiques consistent d'une maniére
générale‘a'doser 1'IL-2 grace a une lignée murine de cellules T
cytotoxiques (CTLLZ2, CT6) qui ne prolifére qu'en présence d'IL-2
exogene [30]. Ces cellules, mises en présence de 1'échantillon,
prolifeérent donc plus ou moins, selon la guantité d'IL-2 présente
dans 1'échantillon. Par ajout de thymidine tritiée radio-active
qui participe a la prolifération des cellules, la quantitée d'IL-2
présente dans 1'échantillon est facilement déterminée. Elle est
proportionnelle au taux de radio-activité obtenue par un compteur
B, aprés un certain temps d'incubation.

1l faut remarquer que le taux d'IL-2 produit par
les cellules T de l'écﬁantillon est souvent trés faible et
indétectable. C'est pourquoi ces cellules sont stimulées par un
mitogéne (phyto—hémagglutinine - Concanavaline A) ; puis le
surnageant des cellules apreés stimulation est récupéré et mis en
contact avec les cellules de 1la ligneée

- HRésultats.
KITAS et coll. [47,48], MIYASAKA et coll.
[68] sont d'accord pour affirmer qQu'il existe une diminution de 1a
production de 1'IL-2 dans le sang périphérique'de patients

atteints de P R.
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Ils confirment ainsi les résultats obtenus par POPE et coll.
[72] en culture mixte autologue, et par HUSBY et coll..[39], par
analyse immunofluorescente. COMBE et coll. [10,12], EGELAND
[23], ont également mis en évidence ce déficit dans le liquide
synovial et le tissu synovial [12] de patients atteints de P R.
NOURI [6B] n'a mis en évidence de déficit IL-2 que dans le
liquide synovial et non dans le sang périphérique.

KITAS [47], ainsi que COMBE [12] n'ont pas
mis en évidence de corrélation entre le taux d'IL-2 et l'activite
de la maladie. Cependant, pour KITAS » ies patients avec des
manifestations articulaires intenses avaient les taux les plus
faibles d'IL-2.

COMBE n"a pas retrouvé de corréelation entre les

taux d'IL-2 et les différents traitements de fond.

b) Les tests radio-—

immunologiques.

Deux principales études ont
été publiées, utilisant cette technique [5,28B]. Elles ont montreé
que la production d'IL-2 par les cellules mononucléées du sang
périphérique était diminuée chez les patients atteints d'une P R.

Pour BERNIER [5}, cette
technique a 1'avantage d'étre trés sensible et spécifique pour
doser 1'IL-2. Plusieurs paramétres, comme 1l'existence de
substances inhibitrices ou d'agonistes de 1'IL-2 n'interférent pas
avec cet essai.

Il a aqssi été nécessaire
de recourir a une stimulation des cellules de l'échantillon par un

mitogeéne.




En effet, sans stimulation, le taux d'IL-2 était indétectable,
tant chez les patients normaux que les patients atteints de P R.

BERNIER a montreé une
relation entre le degré d'activitée de 1la maladie et la diminution
de la production d'IL-2 par des cellules nonucléées du sang

péripheéerique.

¢} Eticlogies possibles du

deficit IL-2.

De nombreuses hypothéses ont
été emises pour essayer de comprendre la cause de ce déficit.

Il peut &tre dio a un défaut de liaison ou de réponse
a 1'IL-1 des lymphocytes rhumatoides [12].

L'abgorption de 1'IL-2 par les cellules T et B
activées a aussi été évoqueée 123}, 1'IL-2 étant ainsi rapidement
capturée et métabolisée [52].

Il ne semble pas que le déficit soit di aux cellules
T suppressives radio-sensibles. En effet, 1’'irradiation de ces
cellules ne permet pas de restaurer un taux normal d'IL-2 [10].

Plusieurs‘équipes ont étudié le réle potentiel des
prostaglandines [10]. En effet, une grande quantité de
prostaglandines est produite par 1a synoviale rhumatoide.
Celles~ci peuvent inhiber 1la sécrétion d’'IL-2 par les iymphocytes
T [77]. Cependant, 1'Indométacine est incapable de restaurer un

taux normal d'IL-2.




- 76 -

Il pourrait exister une anomalie intrinséque des
cellules T [28). En effet, la diminution de 1a réponse
proliférative des cellules T synoviales au PHA n'est qu'en partie
restaurée par 1l‘addition d'IL-2 [10].

. Le déficit de production d'IL-2 pourrait n'étre que
secondaire [28B]. In vivo, il existerait une hyperstimulation des
cellules T dans le sang périphérique. In vitro, quand un ou
plusieurs facteurs de stimulation disparaissent, les cellules T
seraient épuisées et incapables de répondre a la stimulation par
le PHA.

L'existence d'inhibiteurs de 1'activiteée IL-2 a éte
de nombreuses fois évoquée [10,24,64,68). Cette hypothése est
soutenue par le fait que les lymphocytes synoviaux produisent de
grandes quantités d'ARN messagers pour 1'IL-2 [62].

Cette activité inhibitrice
ne semble pas étre liée a un effet cytotoxique non spécifique ou a
un anticorps [64].

SMITH [100] a mis en
evidence une activité inhibitrice de poids moléculaire 70
kilodaltons, poids moléculaire beaucoup plus petit gue celui des
immunoglobulines. Cette activité inhibitrice a aussi éfé retrouvée
chez les sujets sains.

Il est possible que
1l'inhibiteur interfere avec, a la fois la production d'IL-2 et la
régulation des récepteurs IL-2. L'inhibiteur ne semble pas se lier
au récepteur IL-2 ou interférer avec l'interaction IL-2 -
récepteur. Son action serait intra-cellulaire, preécédant

1l'expression du récepteur IL-2 et la production d*IL-2.




- 77 =

Compte-tenu de 1'augmentation du taux des récepteurs
. solubles de 1'IL-2 dans le sérum et le liquide synovial qe sujets
atteints de P R [85], ces récepteurs pourraient étre responsables
du déficit de réponse a 1'IL-2 par simple effet de fixation de
1'IL-2 sur ces récepteurs solubles. Cependant, les taux de
récepteurs solubles trouvés dans le liquide synovial de P R sont
insuffisants pour avoir un effet bioclogique direct, puisque ce
sont des récepteurs de faible affinite [4t1]. De plus, par des
expériences directes de purification, MIOSSEC et coll. ont pu
montrer que l'activité inhibitrice était différente de l'activite
récepteur soluble de 1'IL-2 [63].

Le réle Bes monocytes a aussi été envisageée dans
1'étiologie du déficit d'IL-2. Dans la
P R, les monocytes produisent de grandes quantités de
prostaglandines, ont une phagocytose augmentée [37]. Lorsqu'on
réalise une déplétion monocytaire, FLESCHER [26] a observé une
augmentation de la production d'IL-2 par les cellules de P R. Il a
aussi mis en évidence une augmentation de la concentration de
polyamines dans le sang périphérique et le liquide synovial de la
P R. Les polyamines sont oxydées par la polyamine oxydase (PAO).
Les produits de cette oxydation, 1'ammoniaque, différents
aldéhydes et le péroxyde d'hydrogéne (H202) peuvent réguler la
production d'IL-2. FLESCHER a émis 1l'hypothése que les monocytes
produisent et sécrétent 1a PAO, qui agit sur les polyamines extra-
cellulaires augmentées. L'H202 produite par 1l'oxydation de ces
polyamines pourrait supprimer la production d'IL-2 par les

lymphocytes [103].
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Enfin, LIPSKY et coll. [59] a émis 1'hypothése que
les cellules T produiraient des cytokines durant toute la maladie.
Cependant, le spectre des cytokines se modifierait au cours de la
maladie. Certains groupes de cellules T, sécrétant le TNF s TGFB
et 1'IL6, plutét que 1'IL-2, IL-3, IL-4 et INF pourraient se

développer au niveau des sites de stimulation immunclogique.

IV-2-3 - TAUX D'IL-2 AUGMENTE OU NON MODIFIE

DANS LA P R.

Quelques études ont abouti au fait
que la production d'IL-2 dans le sang périphérique de patients
atteints de P R était normale [34], ou augmentée [8,52,54,
86,107].

Cing de ces six études ont éte
réalisées avec un bio-essai. Trois ont utilisé une lignée
lymphocytaire humaine, ne proliférant qu'en présence d'IL-2
exogeéne [52,86,107]. Les deux autres études ont été réalisées avec
les lignées de cellules T cytotoxiques CTLLZ.

Enfin, la sixiéme étude [34] a éte
réalisée avec un radio-immuno-essai aprés stimulation des
lymphocytes T.

RUSCHEN [B6] et LEMM [52] n'ont
retrouvé une augmentation de l'activité IL-2 gque dans le liquide
synovial de patients atteints de P R. Cette augmentation ne

s 'accompagnait pas, par contre, d'une prolifération cellulaire T.
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L*'étude de CATHELY [B] mettait en
evidence une augmentation de 1'activité IL-2 pour les patients
ayant une P R, dans le sang périphérique mais pour un nombre
faible de patients (3).

Les études de MAC KENNA [54] et

WARRINGTON [107] mettaient en évidence une hyperproduction de
1'IL-2, seulement a faible densité cellulaire. Par centre, a forte
densité cellulaire, situation comparable a une exacerbation de la
maladie, il existait une diminution de la production d'IL-2.

Enfin, dans 1'étude de GUILLAUD
[34], 11 n'a pas été mis en évidence de déficit de production de
1'IL-2 dans le sang périphérique de patients atteints de P R. Méme
apres mise au repos des cellules T, stimulation par le P H A et le
PMA (qui mime les effets de 1'IL-1), aucune modification du tau;

d'IL-2 n'a été retrouvée.
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VvV - CONCLUSIONS.

La réalisation d'une technique enzymo-—immunométrique pour
doser 1'IL-2, les résultats obtenus dans la P R évolutive et en
rémission, ainsi que la confrontation aux résultats des autres

équipes, nous permettent de formuler quelques conclusions.

V-1 — INTERET DE LA TECHNIQUE ENZYMO-—IMMUNOMETRIGUE

Jusqu'a présent, la mise en évidence de
1'I1-2 dans les milieux de culture ou dans les fluides biologiques
a été mesurée principalement a l'aide de dosages biclogiques,
mettant a profit 1la probriété activatrice de ces molécules sur 1la
prolifération lymphocytaire. Ces dosages présentent piusieurs
inconvénients. Ils ne donnent pas directement acceés aux
concentrations réelles d'IL-2, la réponse pouvant étre masquée par
la présence de molécules activatrices ou inhibitrices. Enfin, ce
sont souvent des méthodes de dosage longues.

Les dosages immunologiques, dont le dosage
enzymo—immunométrique, permettent d'éviter certains de ces
_inconvénients.

Ces dosages enzymo-immunométriques peuvent
étre appliqués directement a la mesure de 1'IL-2 présente dans
différents milieux de cultures cellulaires ou dans certains
fluides biologiques, comme le plasma et le liquide synovial [33].
Pour le dosage de 1'IL-2 dans le plasma et le liguide synovial, il
n'a pas été nécessaire de stimuler les lymphocytes T de patients,

les taux d'IL-2 étant spontanément détectables.
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C'est un dosage trés sensible (minimum
détectable < 4 pg/ml) et trés spécifique (absence guasi-totale
de réaction croisée entre les interleukines).

Enfin; les dosages immunométrigues sont
beaucoup plus rapides (les résultats sont obtenus dans la journée
cu sous 24 heures) et beaucoup plus faciles a réaliser.

Cependant, l'emploi de cette technique de
dosage dans la P R pose quelques problémes. En effet, dans les
deux milieux utilisés, plasma et liquide synovial, se trouvent de
nombreux aﬁticorps : les facteurs rhumatoides. Parmi ces anticorps
peuvent exister des anticorps a activité anti-immunoglobuline de
souris, capable d'interférer avec les anticorps anti-IL-2 de
souris utilisés dans le dosage [33]. Ils peuvent donc produire un

taux d'IL-2 détectable faux.

V-2 — DOSAGE DE L'IL-Z DANS NOS TROIS GROUPES DE

PATIENTS.

Compte-tenu des résultats des taux d'IL-2
obtenus dans le groupe des P R en rémission, nous avons réalisé
deux sous-groupes :

- sous—-groupe des P R en reémission
avec traitement de fond (taux moyen d'IL-2 = 98 pg/ml),

~ sous—groupe des P R en rémission
sans traitement de fond (taux moyen d'IL-2 = 32 pg/ml).

Sur le plan immunologique, il semble donc

exister deux types de rémission
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— rémission ol les phénoménes
dysimmunitaires se sont éteints., Les patients n'ont plus de
traitement. Le taux d'IL-2 est trés faible. Ce taux se rapproche
de celui observé chez les sujets sains (taux indétectable). Les
patients seraient "guéris".

- rémission ol les phénoménes
dysimmunitaires sont encore persistants. Les taux sont en moyenne
plus élevés que dans la P R évolutive. Cette augmentation de
1'IL-2 se produirait grice, ou sous traitement de fond.

Par rapport a l'ensemble des études
publiées sur le dosage de 1'IL-2 dans la P R, nous n'‘utilisons pas
le méme mode de comparaison. En effet, dans ces études, les
auteurs ont compareé les taux d'IL-2 des cellules T, aprés
stimulation par des mitogeénes {phyto—hémagglutinines,
concanavaline A}, des patients atteints de P R et des sujets
sains. Sans stimulation cellulaire, par les tests biologiques, les
taux d'IL-2 sont en général indétectables, tant chez les patients
atteints de P R que chez les sujets sains. Les études retrouvent
donc une diminution du taux d'IL-2 dans le groupe P R par rapport
aux sujets sains aprés stimulation.

lLes taux d'IlL-2 étant deétectables par la
methode enzymo-immunologique, nous n'avons pas eu recours aux
stimulations lymphocytaires.

Nous avons choisi de comparer les deux
groupes de patients ayant un état immunologique perturbé : P R
évolutive - P R en rémission sous traitement de fond. Nous
observons denc en moyenne un taux plus faible d'IL-2 dans les P R
evolutives que dans les'P R en rémission sous traitement de fond,

méme si cette différence est statistiquement non significative.
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V-3 — SIGNIFIGCATION DU DEFICIT DE L'IL—2 DANS LES

P R EVOLUTIVES.

Le deficit d'IL-2 est-il responsable en
partie de 1'évolution de la maladie, ou est-il la traduction d'un
mécanisme de protection contre le processus rhumatoide ? Les avis
sont partagés.

En faveur de la premiére hypothése, COMBE
[11] a suggéré que la production diminuée ou inadéquate d'IL-2
pouvait &tre a l'origine de l'activité T suppressive et NK
défectueuse. Ces défauts pourraient étre en partie responsables de
l'hyperactivation des cellules B.

D*autres auteurs, comme FLESCHER [26} ont
pensé que la diminution de 1'IL-2 serait due plutét a un mécanisme
compensateur et protecteur de 1'organisme, limitant la
prolifération cellulaire 7. Le métabolisme ancrmal des polyamines,
observé au cours de la P R pourrait étre un de ces mécanismes.

L'existence d'autre part d'inhibiteurs de
1'IL-2 dans le sérum et le liquide synovial, comme l'a montreé

SMITH [100], pourrait &tre aussi un mécanisme protecteur,
limitant la stimulation ﬁédiée par 1'IL-2 de certaines sous—
populations lymphocytaires (comme les lymphocytes T CDB+), et donc

le processus inflammatoire a médiation cellulaire.

V-4 — IL-2 ET TRAITEMENTS DE FOND DE LA P R.

Enfin, sur le plan thérapeutique, régne la
méme difficulté pour savoir si c'est l'augmentation ou 1la

diminution de 1'IL-2 qui sont bénéfiques.
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Certains traitements de fond sont capables
d’augmenter la production d'IL-2. C'est le cas de 1'Auranofin et
de la D-Pénicillamine dans 1'étude d’ OBEN [69]. Une augmentation
de la sécrétion d'IL-2 lors du traitement par le Méthotrexate
vient aussli d'étre rapportée [13].

FPar contre, la Ciclosporine A, utilisée
depuis quelques années dans les P R sévéres, diminue la sécrétion
d'il-2. Elle agit en bloquant 1'ARN messager de 1'IL-2 [27 ]. Elle
bloque donc¢ la libération de 1'IL~2 par les lymphocytes TCD4+, qui
représentent sa cible principale.

Actuellement, les voies de recherche
thérapeutique s'orientent vers des traitements immuno—modulants
treés spécifiques. Les traitements par cytokines ou par leurs
inhibiteurs sont étudiés. Le traitement par 1'IL-2 dans la P R est
proposé [B9].

Cependant, il existe encore une difficulté
a4 connaitre le rdle exact de 1'IL-2 dans la P R (effet négatif ou
positif de son deéficit dans la P R}.

Comme le dosage de 1'IL-2 n'est pas encore
tout a fait fiable, méme par méthode enzymo—immunhométrique, nous
hous proposons d'étudier, chez des rats auxquels on aura induit
une arthrite a collagéne de type II, 1l'effet d'un traitement par
1'IL~-2 exogéne.

En effet, dans cette arthrite, 1l'aspect
histologique est celui d'une synovite chronique proliférante treés
voisin de la synovite rhumatoide [B9].

Cette expérience pourrait permettre peut—
étre de juger l'efficacité de 1'IL-2 comme traitement de

l'arthrite chez l*animal.
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DOSAGE DE L'INTERLEUKINE — 1 DANS LA
POLYARTHRITE RHUMATOIDE

EVOLUTIVE ET EN REMISSION.-
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DOSAGE DE LL'INTERLEUKINE UN
DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

EVOLUTIVE ET EN REMISSION.

I - GENERALITES SUR L. 'IL-1-

En 1972, Igol Gery découvrait un peptide capable
d'augmenter la réponse des lymphocytes T aux mitogeénes. Ce peptide
est d'aboﬁd.appelé L A F (Lymphocyte Activatory Factor), puis
Interleukine 1, par un comité international.

Actuellement, aprés clonage moléculaire de cette
interleukine, on sait qu'il en existe deux formes : IL-1+ et

IL-1 B.

1-1 — STRUCTURE DE L'IL-1.

L'IL—1 ¥ et B sont deux glycoprotéines
distinctes codées par deux génes sur le chromosome 2. IL-1X et
IL-1 B ont seulement 26 % d'homologie d'acides aminés, alors
qu'elles ont 45 % d'homologie au niveau des acides nucléiques.
Malgré cette homologie modeéreée, 1'1L—1% et B se lient au méme
récepteur avec une affinité difféerente et ont une activite
biologique similaire [17].

Les deux molécules sont synthétisées sous
forme d'un précurseur de haut poids moléculaire (30 kilodaltons),
associé a la meﬁbrane. La forme précurseur de 1'IL—1q est
biologiquement active, alors que celle de 1'IL-1 B ne 1l'est pas
[53]. La sécrétion de 1'IL-1 depend du clivage énzymatique de la

molécule précurseur.
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Ce clivage est probablement réalisé par des protéases
plasmatiques. Aprés cliviage, on retrouve une forme intermédiaire
de 1'IL-1 de 23 kilodaltons intra-cellulaire et membranaire, puis
un peptide extra-cellulaire de 17 kilodaltons [70].

L'IL-1 B est la forme prédominante
synthétisée par les monocytes humains et représente 90 % de 1'IL—1

retrouvée dans le surnageant des cellules stimulées [90].

1-2 - STRUCTURE DU RECEPTEUR DE L'IL-1,

Le récepteur de 1'IL-1 est retrouvé sur un
grand nombre de cellules, incluant les leucocytes, les cellules
hématopoiétiques, les cellules musculaires lisses, les cellules
endothéliales, les fibroblastes, les chondrocytes, les
hépatocytes, les cellules épidermiques et pituitaires [18]. Le
récepteur est exprimé méme sur les cellules au repos. Il est formé

d'une seule chaine de 80 kilodaltons.

1-3 — SYNTHESE DE L'IL-1.

Les cellules sécrétant 1'IL-1 sont surtout
les monocytes et macrophages, mais aussi les lymphocytes T et B,
les cellules NK ainsi que les cellules endothéliales,
épithéliales, microgliales et mésangiales.

Les monocytes et macrophages produisent
1'IL-1 en réponse aux endotoxines bactériennes lipo-
polysaccharidiques, ainsi qu‘au M - CSF {Macrophage Golony
Stimulating Factor), T N £ {(Tumor Necrosing Factor), Interferona//
C5 a (Fraction C5 activée du complément) et les complexes immuns

[171.
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1-4 — ACTIONS DE L'IL-1.

1-4-1 - ACTION SUR LE SYSTEME LYMPHOIDE.

a) Action sur les lymphocytes T

L'IL-1 stimule l'activité des
lymphocytes T helper. Cette stimulation peut emprunter plusieurs
voies
— en stimulant la libération d'IL-2 et 1l'expression des récepteurs
a 1'ITL-2, en présence d'un antigéne ou d'un mitogeéne,

- en protégeant les lymphocytes T helper de 1l'action des T
suppresseurs. L'IlL-1 peut en effet agir comme un agent contra-
suppresseur, antagoniste des facteurs suppresseurs T [81].

b) Action sur les lymphocytes B

L'IL-1 peut déclencher la
maturation des lymphocytes B. Elle agit en synergie avec les
autres lymphokines pour stimuler la prolifération des lymphocytes

B.

c) Action sur macrophages.

Les macrophages sont
capables de répondre a 1'IL-1 en libérant des PGE2
(prostaglandines E2) et en produisant du T N F,

d) Action sur neutrophiles.

L'IL-1 augmente la
libération d'enzymes (dont la collagénase), le métabolisme
oxydatif,

e) Action sur lymphocytes NK.

En synergie avec l'INﬁ{et

1'IL-2, IL-1 augmente leur nombre.
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) Autres actions.

L'IL-1 augmente la
maturation des précurseurs hématopoiétiques et la production de

facteurs de croissance dérivés de la moélle osseuse |17 ].

1-4-2 -~ ACTION POLYSYSTEMIGUE. (Tableau IV)

a) Puissant médiateur de

l'inflammation.

L'IL-1 agit :
- au niveau de l'hypothalamus ol elle active la synthése de PGEs5.
Elle est aussi responsable de la fiévre et de la synthése des
hormones de stress.
- au niveau des cellules endothéliales : elle augmente la syntheése
de prostacyclines, du PAFwécether, de prostaglandines et participe
donc a la triade : douleur - rougeur - chaleur, ainsi qu'a la
vasodilatation.
- dans la migration cellulaire [115] : 1'IL-1, secréteée
entre autre par les macrophages et les cellules endothéliales,
entraine une augmentation du chimiotactisme des lymphocytes B et
T, des monocytes, des neutrophiles, ainsi que 1l'adhésion de ces
cellules aux cellules endothéliales hypertrophiées [{65). Ces
cellules endothéliales peuvent a nouveau sécréter de 1'IL-1 et
donc amplifier, de maniére non spécifique, le phénoméne
inflammatoire.

b}y Action sur les chondrocytes.

L'IL-1 agit sur les
chondrocytes en induisant la production de PGE2, de collagénases

et autres proteases, d’activateurs du plasminogéne.
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ORGANES OU CELLULES CIBLFS EFFETS DE L' INTERLEUKINE |

Hypothalamus fievre,stress

. douleur ,raugeur chaieur,

~ Cellules endothéliales ~ vasodilatation,

’ " chimiotactisme des polynu
“cleaires A

! synihése des pretéogiycanes.}
Chondrocyles protéoglycanase <
coliagénase o

Ostéoclastes ©antivile ostéoclastigus / ‘

synthése des proléines do
Hépalooyies Pinfiemmaiion f

TABLEAU IV:ETFETS POLYSYSTEMIQUES DI
LUNTERL FUKINE 1
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La conséquence de cette action est la baisse de syntheése de
protéoglycanes et 1'augmentation des protéoglycanases et
collagénases. A ce titre, 1'IL-1 est considérée comme le médiateur
principal de la résorption du cartilage.

L'IL-1 influence aussi la
biosynthése du collagéne et des protéglycanes ; mais il existe une
modification du rapport collagéne III/collagéne I, en faveur de
1'augmentation du collagéne III. Ceci a pour effet une altération
de la composition de la matrice cellulaire, et donc une
modificafién de ses propriétés fonctionnelles [75].

c) Action sur les fibroblastes.

L'IL-1 possede un effet
mitogéne sur les fibroblastes. Elle stimule sa prolifération, soit
directement, soit indirectement par 1'induction de PDGF (Platelet
Derived Growth Factor).

Elle induit aqssi la
production par les fibroblastes, de fibronectines,de collagéne de
type I, de protéoglycanes et d'un inhibiteur de collagénase et
d'autres protéases [2].

d) Action sur les ostéoclastes.

L'IL-1 est un puissant
facteur activant les ostéoclastes. C'est un des plus puissants
Ostéoclast Activating Factor (0O A F).

L'IL-1 agit d'abord sur les
ostéoblastes qui activent ensuite les ostéoclastes [61]. |

e} Action sur les hépatocytes.

L'IL-1 entraine une
augmentation de la synthése des protéines de la phase aigué de

l'inflammation, et notamment de la C Reactive Proteéine [61].
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) Autres actions.

L'IL-1 entraine une

protéolyse musculaire.

1-4-3 — CONCLUSION.

L'IL-1 a donc des propriéteés
directement impliquées dans la réaction inflammatoire aigué
participation & la vaso-dilatation, au chimiotactisme des
leucocytes, monocytes et lymphocytes. Elle a aussi un puissant
effet de remodelage du cartilage osseux.

Elle a des propriétés impliquées
dans la réponse immunologique. L'-IL-1 agit sur les lymphocytes T
en provoquant la sécrétionm d'Il—-2 en présence d'antigéne, sur les
lymphocytes B, induisant la production d'anticorps, sur les
cellules NK en augmentant leur nombre. Enfin, elle a des
propriétés impiiquées dans la réaction inflammatoire chronique
proliferation des fibroblastes, augmentation du collagéne, des

osteéoclastes et des chondrocytes [87].

1-5 — MECANISME D'ACTION GENERAL CELLULAIRE DE

L'IL-1.

Plusieurs mécanismes ont été décrits pour
expliquer la stimulation cellulaire de 1'IL~1 par l'intermédiaire
de ses récepteurs spécifiques.

Des études récentes ont suggérée que 1'IL—1
induisait la production transitoire de diacylclycérol, aboutissant
a l'activation de la protéine kinase [82].

D'autres auteurs ont rapporté une

augmentation transitoire du taux d'AMP cyclique cellulaire [(114}].




- 93 _

Finalement, la plupart des activités de
1'IL-1 semble médiée par ses capacités 2 induire une augmentation

des PGE2 dans les cellules cibles [17].

i-6 ~ INHYBITEURS DE L'IL-1.

Plusieurs auteurs ont montré 1'existence
d'inhibiteurs naturels de 1'IL-1 qui pouvaient moduler les effets
locaux de 1'IL-1 dans l'articulation rhumatoide. Une variéte
d'inhibiteurs de 1'IL~1 a été identifiée dans le surnageant
cellulaire et dans l'urine humaine [51]. Ces substances pourraient
agir a différents niveaux de fagon spécifique ou non : diminution
de la synthése d'IL-1, liaison a .1'IL-1 et inhibition de son
action, dégradatioq de 1'IL-1, blocage du récepteur IL-1 et
interférence avec les effets de 1'IL-1 a un niveau post—récépteur
i21.

Cependant, beaucoup de ces activites
regroupées sous le terme *inhibiteurs de 1'IL-1", n'ont pas encore
été purifiées et leur mécanisme d'action reste encore a

déterminer.
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IT - TECHNIQUE DE DOSAGE DE L 'IL-1.

Nous avons utilisé, comme pour 1'IL-2, la technique de
dosage enzymo-immunométrique a deux sites. Nous avons doseé
1'IL-1 et B. Chaque dosage a mis en jeu un couple d'anticorps
monoclonaux spécifiques de chaque interleukine.

De méme que pour le dosage d'IL-2, les cellules du
sang périphérique n'ont pas été stimulées.

La courbe d'étalonnage passe a l'origine et se trouve
étre linéaire jusqu'a 400 pg/ml pour 1‘IL—1D<(figure N.4) et
800 pg/mi pour 1'IL-1 B (figure N.5).

Le seuil de sensibilité de la sécreéetion est de

S pg/ml.
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I - RESULTATS-

Pour les trois groupes ! population témoin, P R en
rémission et P R évolutive, les taux d'IL-1 et B ont été

indétectables.
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IV - DISCUSSION GENERALE.

Les premiéres études effectuées sur 1'IL-1 n'utilisaient
pas de technique immuno-enzymatique, mais des “essais
biologiques", puis des techniques radio-immunologiques. Une
divergence, quant a l'existence ou non d'un taux éleve {ou non)

d'IL-1 dans la P R est aussi apparue.

IV-1 — ESSAIS BIODLOGIQUES.

Plusieurs études de 1'IL-1 dans le liquide
synovial ont montré des résultats variables : augmentation ou
diminution de 1'IL-1 [38]. |

Ces tests avaient plusieurs inconvénients

— 1ils ne permettaient pas de
différencier 1'IL-1 de 1'IL-1 B ; les effets mesurés
s'observaient aussi avec le TNF [22].

~ Ils étaient de plus sensibles a
d'autres cytokines telles 1'IL-2 ou IL-6, ainsi qu'a la preésence
d'inhibiteurs. Mitogénes, adjuvants et endotoxines étaient

reconhus pour perturber 1'interprétation des tests.

IV-2 — TESTS UTILISANT LA RADIO—IMMUNOLOGIE.

Certaines équipes ont retrouvé 1a présence
d'un taux élevé d'IL-1 et B dans le liquide synovial, a la fois
chez les patients aveec une P R active et sans P R [38].

La comparaison de ces résultats avec ceux
ocbtenus par dosage immuno-enzymatique a montré un manque de

sensibilité du R I A [38].
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IV-3 -~ TESTS UTILISANT LA METHODE IMMUNO—

ENZYMATIQUE.

Plusieurs études ont été réalisées par
Technique ELIéA.

GAUCHER [35] a étudié le taux d'IL-1 B
chez 50 patients porteurs d'une P R active, Quatre P R en
rémission, treize sujets sains. Les auteurs ont conclu qu’il
existait de grandes difficultés pour détecter 1'activite
biclogique de 1'IL-1 B dans le liquide biologique.

EASTGATE [22) a réalisé le dosage de
1'IL-1 B chez 50 patients ayant une P R active et chez 21 sujets
sains. Il a mis en évidence un taux plus élevée de 1'IL—1 B dans le
‘groupe de P R. Il a aussi retrouvé une corrélation positive entre
le taux d'IL-1 B et l'indice.de Ritchie, donc d'une ¢ertaine
maniére avec l'activité de la maladie, ainsi gqu'entre le taux
d'IL-1 B, la V § et la numération plaquettaire.

Une autre méthode immuno—-enzymatique a éteé
utilisee par COUSIN . Cette technique était un ELISA en simple
sandwich et non en double sandwich [14].

Parmi les 10 sujets sélecticnnes se
trouvaient 29 P R, 17 L E D (lupus érythémateux disséminé), 5
sujets sains, 14 patients atteints de lombosciatique et 19 S P A
{(spondylarthrite ankylosante).

Une grande variabilité des taux a été notée
chez les différents patients. Cependant, 1'IL-1 B était présente a
un taux > a 10 pg/ml, dans plus de 70 % des P R, 10 a4 30 % des
plasmas des autres affections. Elle était indétectable chez les
sujets sains. Dans 50 % des P R, les taux observés étaient

importants (> 100 pg/ml).
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Enfin, un dosage de 1'IL-1 B par méthode
ELISA en double sandwich avait été réalisé pour nos trois groupes
de patients [15]. Le taux d'IL-1 B dans le groupe de P R en
rémission et des sujets sains était bas (taux < 20 pg/ml). Chez
les sujets ayant une P R évolutive, seuls 3 patients sur 9 avaient

un taux élevé d'IlL-1 B.

IV-4 - CONCLUSIONS.

L'importance de 1'IL-1 dans la physio-
pathologie de la P R, avec notamment son réle dans l'origine et
l'entretien de 1'inflammation, semble évidente.

Téutefois, les différentes études visant a
établir le taux d'IL-1 dans les P R sont assez discordantes.

Les premiers travaux utilisapt des "essais
biologiques® ont probablement, par manque de spécificiteée, sur-—
estimé les valeurs de cette cytokine.

D'autre part, 1'IL-1 dosée n'est pas
nécessairement active biologiquement. Des peptides plus grands ou
plus petits que la forme nature d*IL-1 peuvent présenter des sites
antigéniques communs et donc &tre responsables d'un taux éleve
d'IL-1 [22].

En ce qui concerne les différentes
techniques immuno-enzymatiques, type ELISA, il parait difficile de
determiner le pourcentage de patients atteints de PR avec un taux
d'IL~-1 élevé. Si cette technique est plus sensible et plus
spécifique que les essais biologiques, par contre, se pose le
probléme, comme dans tous les dosages immunologigues, de 1la
présence des facteurs rhumatoides {F R). Ces facteurs peuvent

interférer avec le dosage.
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De plus, les F R de type IgG, pour certains auteurs, activeraient
les monocytes humains et potentialiseraient la sécreétion d'IL-1 et
PGE2 [55].

Enfin, par la technique enzymo-
immunométrique, nous n'avons trouvé aucun taux détectable d'IL-1 &
et B dans nos trois groupes de patients. Des dosages d'IL—1°(et B,
par cette technique, ont déja été réalisés par GRASSI {33}, chez
des patients souffrant d'affections articulaires diverses,
notamment de P R, dans le plasma et le liquide synovial. Un
pourcentagelimportant (> 25 %) des échantillons contenait des taux
significatifs d'IL-1 (entre 40 pg/ml et plusieurs ng/ml).
Cependant, dans toutes les experiences de fractionnement sur tamis
moléculaire effectuées, il n'a jamais été observée d'immuno—
reactivité significative au niveau du poids moléculaire de 1'IL—1.
Comme nous l'avons déja indiqué pour le dosage d'll.-2, se pose le
probleme de la présence d'anticorps anti-immunoglobulines de

souris qui perturbent le dosage.
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