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La polyarthrite rhumatoide (PR) est un rhumatisme inflammatoire chronique,
d’étiologie encore inconnue. Elle se caractérise par un dysfonctionnement
immunitaire, dans un contexte de susceptibilité génétique. Bien que l'agent initial ne
soit pas identifié, de nombreux arguments évoquent la possibilité d'une cause

infectieuse exogene ou la reconnaissance anormale de protéines endogenes.

Il existe deux grandes voies physiopathogéniques. La premieére congoit la PR
comme une maladie & médiation cellulaire T, ol certains clones de lymphocytes T
seraient activés par l'antigéne arthritogene et déclencheraient la réaction
inflammatoire. La seconde hypothese fait jouer un réle central aux macrophages,

capables de produire une grande variété de médiateurs inflammatoires.

Quelque soit l'événement déclenchant, l'inflammation synoviale devient
chronique et conduit a la destruction articulaire, responsable de la symptomatologie

clinique et des caractéristiques radiologiques connues.

Certaines cytokines jouent un role néfaste, soit parce qu'elles sont a l'origine du
processus auto-immun, soit parce qu’elles contribuent aux phénomenes
inflammatoires directement ou indirectement en recrutant localement des cellules
immunitaires. A linverse, il existe d’autres cytokines qui jouent un role bénéfique en
antagonisant la production ou les effets des cytokines précédentes. Ainsi, l'allure

évolutive de la maladie dépend de I'équilibre entre ces différentes cytokines.

Le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF ou CSF-1) est une protéine
homodimérique et glycosylée ayant des propriétés de facteur de croissance
hématopoiétique. 1l existe plusieurs formes moléculaires de M-CSF : le M-CSF soluble,
membranaire et la forme protéoglycane. Cette variété de protéines M-CSF est le
résultat d’un épissage alternatif de ’ARN prémessager donnant naissance a plusieurs
ARNm et de modifications post-traductionnelles des précurseurs peptidiques. Les
ADNc des précurseurs peptidiques sont codés par un gene unique situé sur le
chromosome 1. L’action biologique du M-CSF sur les cellules cibles passe par sa liaison
A un récepteur unique de haute affinité, codé par le proto-oncogéne c-fms et ayant une

activité tyrosine-kinase.
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Le M-CSF régule la survie, la prolifération et la différenciation des cellules de la
lignée monocytaire-macrophagique, des précurseurs aux cellules matures. Il est capable
également d’activer les macrophages tissulaires. Ces différentes fonctions pourraient

lui conférer un rdle dans la physiopathogénie de la PR.

Quelques études ont montré que le liquide synovial de PR contenait des facteurs
de croissance , capables de stimuler la formation de colonies hématopoiétiques (activité
CSF). Cette activité était plus élevée dans le liquide synovial des arthropathies
inflammatoires que dans celui des arthropathies dégénératives. Elle serait
essentiellement liée au M-CSF. Cependant les techniques utilisées n’étaient pas
spécifiques. D’autre part, il ny a pas d’études publiées concernant le dosage du M-CSF

dans le sérum de patients atteints de PR.

Le but de I'étude était donc de réaliser une mesure spécifique et quantitative du
M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial de patients atteints de PR et de

comparer les résultats obtenus a ceux de témoins souffrant d’arthrose symptomatique.
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I-LE MACROPHAGE COLONY-STIMULATING FACTOR (M-CSF)

Le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF ou CSF-1) est une protéine
dimérique et glycosylée ayant des propriétés de facteur de croissance hématopoiétique.
Il a été purifié initialement a partir de l'urine (MOTOYOSHI et col., 1978 ; STANLEY et
col., 1978). 1l existe en fait plusieurs formes moléculaires de M-CSF : le M-CSF soluble,
membranaire et la forme protéoglycane. Cette variété de protéines M-CSF est le
résultat d’un épissage alternatif de ’ARN prémessager donnant naissance a plusieurs
ARNm (KAWASAKI et col., 1985) et de modifications post-traductionnelles des
précurseurs peptidiques (figure 1A et 1B). On a isolé trois précurseurs peptidiques de
554, 438 et 256 acides aminés (WONG et col., 1987 ; COSMAN et col., 1988 ; STANLEY et
col., 1994 b).

A - GENE ET TRANSCRIPTION DU M-CSE

Le M-CSF humain est codé par un géne unique, de 20 kb, localisé sur le bras court
du chromosome 1 en position p13-p21 (MORRIS et col., 1991). Il comporte 10 exons
(LADNER et col., 1987). Les exons 1 & 8 contiennent les séquences codantes. Les exons 9
et 10 correspondent 2 des séquences non traduites de la partie 3’ de ’ARNm.

Un épissage alternatif de I'exon 6 aboutit a la formation de plusieurs ARNm
figure 1A). La taille des 5 ARNm connus est de 4 kb, 2,5 kb, 2,2 kb, 3,1 kb et 1,6 kb. La
variabilité de la région codante correspondant a I'épissage de l’exon 6 est responsable
des différences de maturation des précurseurs peptidiques (KAWASAKI et col., 1985 ;
CERRETTI et col., 1988 : LADNER et col., 1987). L'utilisation alternative des exons 9 et
10 rend compte d’une hétérogénéité supplémentaire des ARNm sans affecter la taille
des précurseurs peptidiques, puisque ce sont des séquences non traduites (LADNER et
col., 1987 ; WONG et col., 1987).

La séquence d’acides aminés correspondant a 'ARNm avec I'exon 6 entier
comporte une séquence signal de 32 acides aminés suivie de 522 résidus contenant des
sites potentiels de N-glycosylation, une seule séquence consensus pour la fixation d’un
glycosaminoglycane (Ser-Gly-X-Gly/Ala) sur le résidu Ser-277 et une région
hydrophobe de 23 acides aminés (résidus 464-486) correspondant au domaine

transmembranaire.
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L’ARNm de 4 kb est constitué de I’exon 6 entier et de I'exon 10 (pas d’exon 9). 1l
code pour le précurseur peptidique de 554 acides aminés, qui possede le site de fixation
du glycosaminoglycane et les sites de clivage protéolytique.

L’ARNm de 2,5 kb est également constitué de 'exon 6 entier, mais 'exon 10 est
absent et remplacé par 'exon 9. Il code donc aussi pour le précurseur de 554 acides
aminés.

L’ARNm de 2,2 kb est constitué de l'exon 6 avec 345 bases en moins (entre la
position 499 et 894 par rapport au début de I'exon 6) et de I'exon 9 (pas d’exon 10). I
code pour le précurseur peptidique de 438 acides aminés, qui possede le site de fixation
du glycosaminoglycane et les sites de clivage protéolytique.

Dans VARNm de 3,1 kb les 894 premieres bases de l'exon 6 sont absentes, de
méme que l'exon 9. L’exon 10 est présent. Il code pour le précurseur peptidique de 256
acides aminés, qui ne posséde ni site de fixation du glycosaminoglycane ni site de
clivage protéolytique.

L’ARNm de 1,6 kb est identique 2 I’ARNm de 3,1 kb en dehors de I'exon 10 qui est

remplacé par Vexon 9. Il code pour le méme précurseurs de 256 acides aminés.
B - MATURATION INTRACELLULAIRE DES PRECURSEURS PEPTIDIQUE

Les précurseurs peptidiques subissent une maturation intracellulaire dans le
reticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi, ot1 ils sont dimérisés a l'aide de ponts
disulfures et glycosylés sur les sites potentiels de N- et O-glycosylation (RETTENMIER
et col. ,1987). Selon le précurseur, il existe deux autres possibilités de modifications
post-traductionnelles qui sont la fixation d'un glycosaminoglycane et le clivage
protéolytique.

Les précurseurs de 438 et 554 acides aminés subissent (figure 1B):

- soit 2 clivages protéolytiques avant le site de fixation du
glycosaminoglycane et donnent naissance a des glycoprotéines M-CSF sécrétées de 70 a
90 kDa (MOTOYOSHI et col., 1978).

- soit 2 clivages protéolytiques apres le site de fixation du glycosaminoglycane
pour donner la forme protéoglycanes du M-CSF ou PG-M-CSF, sécrétée, de 300 a 400
kDa (SUZU et col., 1992).

- soit un clivage différent sur chaque monomere (avant et apres le site de
fixation du glycosaminoglycane) pour donner du PG-M-CSF de 200 a 250 kDa (SUZU et
col., 1992).
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Le précurseur de 256 acides aminés, dans lequel il n’y a pas de site de clivage
protéolytique ni de site de fixation du glycosaminoglycane, n‘est pas secrété et reste
ancré dans la membrane cellulaire. Il s'agit d’une glycoprotéine transmembranaire
biologiquement active et exprimée de facon stable a la surface cellulaire. Elle peut
cependant étre lentement clivée et donner naissance ainsi a une protéine M-CSF
soluble de 160 acides aminés et de 44 kDa (RETTENMIER et col., 1987 et 1988 ; SHADLE
et col., 1989 a).

C - STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE

La structure tridimensionnelle du M-CSF a été décrite grace aux études par
cristallographie aux rayons X du M-CSF recombinant humain (PANDIT et col., 1992).
Le dimere a une forme plate et allongée d’approximativement 80A x 20 A x 30A. Trois
ponts disulfures inter-chaines maintiennent la structure dimérique (STANLEY, 1994a).
I est existe 3 ponts disulfures intra-chaines par monomere (Cys7-Cys90, Cys48-Cys139
et Cys102-Cys146). Des expériences de mutagenese dirigée ont montré qu'ils étaient
essentiels a lactivité biologique du M-CSF (KAWASAKI et col., 1990). Chaque

monomere est formé d’un fagot de 4 hélices-o antiparalleles et de 2 feuillets 8

antiparalléles. Des études de mutagenese dirigée ont montré que l'activité biologique

nécessitait la présence des 150 premiers acides aminés, région qui correspond aux 4

hélices-o. (TAYLOR et col., 1994). Les auteurs ont mis en évidence le réle de certains

acides aminés des hélices-o. dans l'interaction du M-CSF avec son récepteur. La

mutation de His9 et His15 diminue l'affinité du M-CSF pour son récepteur et donc son

activité biologique, sans modifier sa structure tridimensionnelle.
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Figure 2 : Représentation structurale du M-CSF humain dimérique (TAYLOR et
col., 1994).
Les 4 hélices o sont représentées par des rubans spiralés, les feuillets B

antiparall2les par des fleches et les ponts disulfures par des boules avec batonnets.
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D- RECEPTEUR AU M-CSF

L’action biologique du M-CSF sur les cellules cibles passe par sa liaison a un
récepteur unique de haute affinité (MORGAN et col., 1984; GUILBERT et col., 1980 et
1986). Ce récepteur est codé par le proto-oncogene c-fms (SHERR et col., 1985 et 1990). 11

s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire appartenant a une famille de récepteurs a
activité tyrosine-kinase, qui inclue aussi les récepteurs o et £ du PDGF (Platelet

Derived Growth Factor) et le produit du proto-oncogene c-kit (RETTENMIER et col.,
1985; YARDEN et col., 1987; CLAESSON-WELSH et col., 1989).

1- STR RED ENE C-FM

Le gene c-fms humain est localisé sur le chromosome 5 en position q33.3
(GROFFEN et col., 1983). Il est situé a coté du gene du récepteur 8 du PDGF (ROBERTS
et col., 1988). Sa taille est de 58 kb et il comporte 22 exons. L’exon 1 non codant est
localisé & seulement 350 pb de l'extrémité 3’ du geéne du récepteur au PDGF. Cet exon 1
est séparé des exons codants 2 & 22 par un ler intron trés long de 25 kb. Les exons 2 a 22
ne dépassent pas 300 pb et sont séparés par des introns de taille variable (de moins de
100 pb a plus de 6000 pb) (ROBERTS et col., 1988).

2- STR RE DU RECEPTEUR AU M-CSF

Le récepteur du M-CSF est une glycoprotéine transmembranaire de 972 acides
aminés et de 150 kDa. Il se caractérise par (RETTENMIER et col., 1985):

- un domaine N-terminal extra-cellulaire de 512 acides aminés,
composé de 5 domaines «immunoglobuline-like ». Les 3 premiers domaines sont
responsables de la liaison au M-CSF (WANG et col., 1993).

- un domaine transmembranaire hydrophobe de 25 acides aminés.

- un domaine intracellulaire de 435 acides aminés, responsable de
I'activité tyrosine-kinase. Il comporte une séquence Gly-X-Gly-X-X-Gly (acides aminés
589 A 594), suivie d’un site de fixation a I'ATP (Lys616), séparé du reste du domaine
tyrosine-kinase par un domaine inter-kinase, région de 73 acides aminés contenant 3

sites d’autophosphorylation (Tyr699, Tyr708 et Tyr723). Le reste du domaine tyrosine-
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kinase comporte 2 sites de phosphorylation (Tyr809 et Tyr969) situés sur la queue C-

terminale.
3- TRANSDUCTION DU SIGNAL

La liaison du M-CSF a son récepteur déclenche une série d’événements dont le
but final est la division cellulaire. Le ler événement est représenté par la formation
d’un complexe actif ligand/récepteur. Chaque monomeére de M-CSF se lie & un
récepteur, entrainant une dimérisation non covalente des récepteurs. Il y a alors
stimulation de l'activité tyrosine-kinase des 2 sous-unités du récepteur qui aboutit a
leur transphosphorylation, suivie d’'une phosphorylation rapide de diverses protéines
cytosoliques ou membranaires (GUILBERT et col., 1986; SENGUPTA et col., 1988;
DOWNING et col., 1988).

D’une part l'autophosphorylation du récepteur sur les résidus tyrosines (Tyr561,
Tyr699, Tyr708, Tyr723 et Tyr809) permet une dimérisation covalente et stable des
récepteurs grace a des interactions entre les tyrosines phosphorylées et les domaines
SH2 des récepteurs. Cette dimérisation stable s’accompagne d’une modification de la
conformation du récepteur au niveau du domaine C-terminal et du 4*™ domaine
« immunoglobuline-like » (CARLBERG et col., 1994). Les homodimeres sont
transformés en hétérodimeres par ubiquitination de 'une des deux sous-unités. Le
complexe ligand/récepteur peut alors étre internalisé et dégradé dans les lysosomes
(STANLEY, 1994 a) (figure 3).

D'autre part, la phosphorylation du récepteur entraine I'activation et la
phosphorylation rapide sur les résidus tyrosines de protéines cytosoliques ou
membranaires qui représentent les relais pour la transduction du signal. Il existe de
nombreux candidats comme second messager, tels que (VAIRO et col., 1991 ; ROUSSEL
et col., 1994):

- la sérine/thréonine kinase ou protéine kinase C (PKC): le M-CSF
induit son activation et/ou sa translocation vers les membranes dans plusieurs types
de cellules hématopoiétiques.

- la protéine Gi

- la phospholipase C-y1: son activation serait responsable de I'hydrolyse
de la phosphatidylcholine (PC) et ainsi, d’une augmentation de la concentration de 1,2-

diacylglycérol (DAG).
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- la phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3-kinase).

- 1a protéine GAP ou « p21™ GTPase-activating protein »

- les protéines de la famille SRC (SRC, fyn et yes): elles sont activées
suite A leur association, par l'intermédiaire de leurs domaines SH2, avec le résidu
tyrosine 809 phosphorylé du récepteur au M-CSF.

- Le produit du geéne sem5/Grb2: Grb2 se fixe aux résidus tyrosines
phosphorylés du récepteur. Cette fixation est suivie d'une cascade d'événements avec
la fixation, V'activation et la phosphorylation de plusieurs protéines (Sos-1, Ras, Raf-1,
MAP kinase kinase, MAP kinase), aboutissant a la phosphorylation de facteurs de
transcription dans le noyau.

Le role précis et les interactions de ces seconds messagers restent encore mal

connus.

La liaison du M-CSF a son récepteur induit également d’autres phénomenes
rapides, tels que (VAIRO et col., 1991):

- I’émission de pseudopodes par la membrane.

- 'augmentation des échanges ioniques Na*/H"

- I'induction de I'expression de geénes codant pour des kinases (c-fgr,
hck), pour des facteurs de transcription (c-fos, c-jun et c-myc), pour des enzymes
(ornithine décarboxylase), pour des protéines de la matrice extra-cellulaire et du
cytosquelette (récepteur 2 la fibronectine, B-actine) et pour des protéines sécrétées
(activateur du plasminogene de type urokinase).

Ces phénomenes précoces sont suivis d’une diminution du taux de dégradation
protéique.

La réponse retardée au M-CSF est représentée par la synthese d’ADN et la
division cellulaire. En effet, le M-CSF est nécessaire pendant la phase G1 du cycle
cellulaire des macrophages médullaires pour la progression en phase S. Chaque
événement précoce, décrit ci-dessus, ne suffit pas a lui seul pour induire une réponse
proliférative et il reste & déterminer si certains d’entre eux jouent un role direct dans la
division cellulaire induite par le M-CSF (TUSHINSKI et col., 1985; VAIRO et col.,
1991).

La délétion du domaine inter-kinase du récepteur n’affecte pas significativement
la prolifération cellulaire induite par le M-CSF, suggérant que les résidus Tyr699,
Tyr708 et Tyr723 ne sont pas essentiels a la transduction du signal. Par contre, la

substitution de Tyr809 par la phénylalanine inhibe considérablement la croissance
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cellulaire induite par le M-CSF (ROUSSEL et col., 1994). La phosphorylation du résidu
Tyr969 pourrait avoir un role régulateur négatif sur 'activité kinase du récepteur.
L’activation des kinases de la famille SRC est essentielle pour 'activité mitogene au
début de la phase G1 du cycle cellulaire. Par contre, elle n’est pas nécessaire dans la 2
moitié de la phase G1.

En ce qui concerne les génes de la « réponse immédiate », il semble exister 2 voies
indépendantes de transduction du signal mitogene: I'une conduisant a la transcription
de c-fos et jun-B et l'autre 2 la transcription de c-myc. La transcription de c-myc serait
elle-méme sous la dépendance des facteurs de transcription indépendants ETS et E2F-1
agissant sur le méme site de transcription mais & des moments différents, suite a la
liaison du M-CSF 2 son récepteur (ROUSSEL et col., 1994).

4 - REGULATION DE L’EXPRESSI DU RECEPTEUR AU M-CSF

Le récepteur au M-CSF est exprimé a la surface des monocytes, des cellules
trophoblastiques placentaires et des ostéoclastes (WEIR et col., 1993; SARIBAN et col.,
1985; REGENSTREIF et col., 1989). Au cours de la différenciation myélomonocytaire, il
est exprimé aux stades précoces et cette expression augmente avec la maturation
cellulaire (SARIBAN et col., 1985). L'IL-1 et 'IL-3 pourraient induire l’expression du
récepteur au M-CSF, car en leur présence, le nombre de précurseurs médullaires
sensibles au M-CSF augmente (MOCHIZUKI et col., 1987).

En I'absence de M-CSF, le récepteur a la surface cellulaire est relativement stable
et a une demi-vie de 3 a 4 heures (RETTENMIER et col., 1985). Certains auteurs
pensent qu’une proportion importante de récepteurs est en permanence internalisée
dans les endosomes périphériques (sites cryptiques) et réexprimée a la surface cellulaire
(SHERR, 1990). L’internalisation du complexe M-CSF/récepteur permet une régulation
négative de ’expression du récepteur. La dégradation complete des récepteurs d’une
cellule stimulée par des concentrations saturantes de M-CSF s ‘effectue en 15 minutes.
Les cellules deviennent ainsi réfractaires a une nouvelle stimulation jusqu’a
réexpression de récepteurs a la surface cellulaire. Le remplacement des récepteurs
s’effectue d’abord 2 partir des sites cryptiques puis par synthese et/ou recyclage.

La régulation de lexpression de ce récepteur s'effectue a un niveau
transcriptionnel dans les cellules monocytaires. Le facteur de transcription PU.1

spécifique des monocytes et des cellules B et les complexes protéiques MonoA et
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MonoB semblent réguler, en synergie, la transcription du géne c-fms (ZHANG et col.,
1994).

E - METABOLISME DU M-CSE
1-IN VIV

a - Détection du M-CSF

Le M-CSF a été initialement détecté dans le sérum murin et humain par des
techniques radio-immunologiques (STANLEY et col., 1979; DAS et col., 1980; DAS et
col., 1981). Ces techniques permettaient la reconnaissance uniquement des molécules
biologiquement actives, dimériques, glycosylées ou non.

Plusieurs groupes ont ensuite développé leurs propres méthodes
immunologiques (PRALORAN et col., 1990 b; SHADDUCK et col., 1979; SHADLE et
col., 1989 b; HANAMURA et col., 1988; SUZU et col., 1991). Le M-CSF a pu étre détecté
dans les liquides biologiques comme l'urine, le liquide céphalo-rachidien, le liquide
articulaire et dans les extraits tissulaires. Les origines cellulaire et tissulaire du M-CSF,
ainsi que les formes produites et la régulation de leur synthese, sont mal connues in
vivo.

Des expériences d’hybridation in situ et d’immuno-histochimie ont permis de
mettre en évidence une production de M-CSF dans les ganglions lymphatiques
(MOREAU et col., 1992; PRALORAN et col., 1992; CLARET et col., 1992). Le M-CSF est
également produit au cours de la grossesse et de I’hyperstimulation ovarienne
(PRALORAN et col., 1994; POLLARD et col., 1987).

b - Les différentes formes de M-CSF

Deux formes différentes de M-CSF sont présentes dans le sérum humain
(HANAMURA et col., 1988; SHADLE et col., 1989 b). La forme de 90 kDa représente
85% et celle de 44 kDa 15%. Leurs différences de production et de libération in vitro
laissent présager des roles biologiques différents (SHADLE et col., 1989 a):

- Le M-CSF de 90 kDa est rapidement sécrété. Il pourrait jouer le role d'une
hormone, responsable en permanence de la survie des cellules possédant des

récepteurs au M-CSF et/ou de la régulation de leurs fonctions biologiques.
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- Le M-CSF de 44 kDa dérive du M-CSF transmembranaire, lentement et
incompletement clivé de la surface membranaire. Il pourrait étre un facteur de
croissance ayant une action locale par interactions cellulaires directes. En effet, in vitro,
les cellules monocytaires proliferent par contact cellulaire direct avec des cellules
exprimant 2 la surface du M-CSF (STEIN et col., 1990). UEMURA et col. (1993) ont
montré que le M-CSF, ancré dans la membrane des cellules stromales KM102, pouvait
se lier a son récepteur spécifique sur les cellules FDC-P2 (transfectées avec I’ADNCc c-
fms) et étre responsable de I’adhésion cellulaire.

Bien que les cellules productrices de M-CSF in vitro sécrétent de grandes quantités
de PG-M-CSF dans les milieux conditionnés (OHTSUKI et col., 1994 a), le PG-M-CSF
n’a pas été détecté dans les liquides biologiques humains (sang et urine) (SUZU et col.,
1991).

¢ - Concentrations, transport et élimination du M-CSF

Actuellement, le dosage du M-CSF dans les liquides biologiques se fait
essentiellement par méthode ELISA (Enzyme Linked Immuno Assay). Les valeurs
usuelles de concentration sérique se situent entre 100 et 500 UI/ml (COUPEY et col.,
1992; HANAMURA et col., 1988; SHADLE et col., 1989 b).

Dans le sérum humain, une fraction du M-CSF semble étre liée a des protéines,
comme l'albumine et I'immunoglobuline G (IgG) (OHTSUKI et col., 1996). 1 pourrait

s'agir de protéines porteuses, comme cela a pu étre décrit pour I'IL-6 avec l’albumine,

les facteurs du complément, la protéine C réactive, I'a2-macroglobuline et le récepteur
soluble de I'IL-6 (MAY et col., 1992). La liaison du M-CSF aux protéines sériques,
comme l'albumine et I'IgG, pourrait affecter son activité biologique in vivo. En effet,
MATSUDA et col. (1989) ont mis en évidence que l’02-macroglobuline protégeait I'I[L-6
de I’action des protéases, augmentant ainsi l'activité de I'IL-6.

Les études, in vitro, ont montré que le M-CSF était rapidement lié a son récepteur
a la surface des macrophages, puis que le complexe ligand/récepteur était internalisé et
dégradé (GUILBERT et col., 1986). Un mécanisme identique pourrait étre responsable
de la clairance du M-CSF in vivo et donc de la régulation de sa concentration dans les
liquides biologiques et les tissus. L’étude de BARTOCCI et col. (1987) chez la souris avec
du M-CSF marqué a liode 125, montre que 95% du M-CSF circulant est tres

rapidement fixé. La radioactivité du M-CSF circulant a diminué de 50% 5 minutes
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apres I'injection, avec 40% de radioactivité dans le foie et 3 a 5% dans la rate. La demi-
vie du M-CSF dans la circulation est d’environ 10 minutes. Quinze minutes aprés
I'injection, la radioactivité a considérablement diminué dans le foie, la rate et le
sérum, et a augmenté dans le rein.

Le M-CSF étant détectable en permanence in vivo dans les liquides biologiques et
sa demi-vie étant courte, il semblerait que sa production soit permanente pour

maintenir des concentrations circulantes stables.

2-IN VITRO

La production de M-CSF, in vitro, a été initialement démontrée dans la lignée
cellulaire 1929 chez la souris (STANLEY et col., 1977) et dans la lignée cellulaire
humaine Mia Pa Ca (CSEJTEY et col., 1986).

De nombreuses autres cellules ont depuis été décrites comme produisant du M-
CSF. Chez '’homme, il s’agit des monocytes/macrophages (RAMBALDI et col., 1987),
des fibroblastes (FALKENBURG et col., 1990), des cellules endothéliales (FIBBE et col.,
1989), des lymphocytes B activés (REISBACH et col., 1989), des lymphocytes T activés
(PRALORAN et col., 1990 a), des cellules NK (natural killer)(CUTURI et col., 1989), des
cellules épithéliales thymiques (LE et col., 1988), des cellules médullaires stromales
(FIBBE et col., 1988), des kératinocytes (CHODAKEWITZ et col., 1990), des ostéoblastes
(OHTSUKI et col., 1993), des chondrocytes (CAMPBELL et col., 1993) et des cellules
épithéliales utérines (STANLEY et col., 1994 a).

Le M-CSF est également produit par les cellules cancéreuses de leucémie aigué
myéloide (RAMBALDI et col., 1988), de la maladie de Hodgkin (MOREAU et col., 1992)
et par de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses mamimaire, ovarienne,
endométriale, pulmonaire (HORIGUCHI et col., 1988; KACINSKI et col., 1990;
RAMAKRISHNAN et col., 1989).

La production du M-CSF par ces cellules reste, dans la grande majorité des cas, un
phénomene inductible. Les inducteurs de la transcription du M-CSF sont: le PMA
(phorbol 12-myristate 13-acétate), l'ionomycine, la PHA (phytohémagglutinine), les
anticorps anti-CD3, et les cytokines (HALLET et col., 1991, PRALORAN et col., 1990 a).
Certains types cellulaires produisent du M-CSF de fagon constitutive, comme les
cellules endothéliales et les fibroblastes, mais cette production reste faible

(SEELENTAG et col., 1987; FALKENBURG et col., 1990).
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E-ACTIVITES BI 1 DU M-CSF

1- EFFETS DU M-CSF SUR L’HEMATOPO{ESE

Le M-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique qui régule la survie, la
prolifération et la différenciation des cellules de la lignée monocytaire-macrophagique,
des progéniteurs aux cellules matures (PRALORAN et col., 1991). 1l stimule, en

synergie avec I'IL-la, la prolifération de colonies monocytaires macroscopiques
dérivées de progéniteurs trés primitifs, résistant au 5-fluorouracile et a fort potentiel
prolifératif (HPP-CFC pour High Proliferative Potential-Colony Forming Cells) (ZHOU
ef col., 1988). Ces HPP-CFC sont généralement considérées proches des cellules souches
hématopoiétiques & capacité de repopulation in vivo.

D’autres facteurs de croissance hématopoiétiques (GM-CSF, IL-3 et IL-6) sont
capables d’agir en synergie avec le M-CSF pour la production de grandes colonies a
partir des progéniteurs primitifs, peut étre en stimulant I'expression de récepteurs au
M-CSF (Figure 4).

Le M-CSF a également des effets indirects sur I’hématopoiese par stimulation de
la production et de la libération de cytokines (GM-CSF, G-CSF, IL-1, INF-y, TNF-a, )
par les macrophages (WARREN et col., 1986; HERRMANN et col., 1986).

I’existence d’une mutation spontanée chez la souris, mutation op, a permis une
meilleure compréhension des activités biologiques exercées directement ou
indirectement par le M-CSF. Cette mutation op se caractérise par I'existence d’une
ostéopétrose et d’une déficience en macrophages et ostéoclastes chez les souris
homozygotes op/op (WIKTOR-JEDRZEJCZAK et col., 1990). Elle consiste en I"addition
d’une thymidine au niveau du géne du M-CSF. La présence de cette insertion produit
un codon stop TGA, incompatible avec la traduction de ’ARNm du M-CSF, avec pour
conséquence une absence de M-CSF chez la souris op/op (YOSHIDA et col., 1990).
Cependant, cette absence de M-CSF n’affecte le systeme phagocytaire mononucléé que
de certains tissus: foie, cavité péritonéale, rate, utérus, stroma de la moelle osseuse,
monocytes circulants. Le nombre de macrophages tissulaires semble par contre normal
dans le cerveau et les poumons. Ainsi, la production et le renouvellement d’une

partie des macrophages tissulaires sont M-CSF indépendants (NAITO et col., 1991).
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Figure 4 : Les voies de 'hématopoise et interventions des principaux facteurs de
croissance.

Les différents progéniteurs identifiés dans les systemes de culture in vitro sont la
CFU-GEMM (colony forming unit-granulocyte erythrocyte monocyte megacaryocyte),
la BFU-E (burst forming unit-erythrocyte), la CFU-Meg (CFU-megacaryocyte), la CFU-
Eo (CFU-eosinophile), la CFU-E (CFU-erythrocyte) et la. CFU-GM (CFU-
granulocyte/monocyte). Les différents facteurs de croissance intervenant dans
I'hématopoiese sont indiqués: interleukine-1 a -7 (IL-1 a IL-7), GM-CSF pour
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, G-CSF pour granulocyte-CSF, M-
CSF pour macrophage-CSF et Epo pour érythropoiétine.
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L’administration de M-CSF recombinant & des souris entraine une augmentation
des progéniteurs de la lignée monocytaire/macrophagique, mais aussi de la lignée
granulocytaire. Il provoque également une baisse des progeniteurs médullaires,
associée A une augmentation des progéniteurs périphériques et spléniques. Ces
résultats suggerent que le M-CSF pourrait agir sur la libération des progéniteurs de la

moelle osseuse vers le sang et la rate (YAMAUCHI et col., 1996).
2- EFFETS DU M-CSF SUR LES MON MACROPHAGES MATURE

In vitro, le M-CSF maintient la survie des monocytes et des macrophages. Il
active certaines fonctions biologiques importantes telles que la migration, la synthese
d’ARN et de protéines. Sous leffet du M-CSF, les monocytes/macrophages
augmentent l’expression d’antigénes liés a la maturation: LeuM5, LeuM3, OKMI,
récepteur Fc et HLA-DR (BECKER et col., 1987), augmentent la production de
peroxydes, de protéines du choc thermique, d’activateur du plasminogene de type
urokinase, de thromboplastine et de cytokines (WING et col., 1985; HAMILTON et col.,
1993 a et d; TESHIMA et col., 1996; LYBERG et col., 1987).

In vivo, le M-CSF recombinant humain provoque une augmentation modérée
des monocytes circulants, une augmentation importante des macrophages tissulaires,
en rapport avec une prolifération locale et une migration tissulaire des monocytes. Il
peut s'y associer une augmentation des polynucléaires. Par contre, la quantité de
lymphocytes et de plaquettes est diminuée (KHWAJA et col., 1991).

Le M-CSF stimule l'activité phagocytaire anti-bactérienne et anti-parasitaire des
macrophages, ainsi que leur résistance a l'infection virale in vitro (CHEERS et col.,
1988; LEE et col., 1987; WANG et col., 1989). Cependant, les souris op/op déficientes en
M-CSF, possédent des fonctions phagocytaires, une hypersensibilité retardée et des
réponses immunitaires cellulaires et humorales normales (WIKTOR-JEDREZETCZAK
et col., 1992). D'autre part, le M-CSF pourrait stimuler la réplication du virus HIV dans
les macrophages (GENDLEMAN et col., 1988). BERGAMINI et col., (1994) ont montré
que les monocytes/macrophages traités par du M-CSF deviennent sensibles a l'effet
cytopathogénique du virus de I'immunodéficience humaine (FHIV) et subissent une
apoptose.

Les monocytes et les macrophages, stimulés par le M-CSF, ont une activité anti-
tumorale in vitro, par cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et par
I'intermédiaire des cellules NK ou du TNF (MOTOYOSHI et col., 1994). Cependant la
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croissance de tumeurs transplantées chez la souris op/op, déficiente en M-CSF, est
beaucoup moins importante que chez les souris témoins. Sur le plan histologique, il
existe une diminution de lindice mitotique et une diminution de la vascularisation
de la tumeur, suggérant l'intervention de macrophages dépendants du M-CSF dans la

formation du stroma et dans la vascularisation tumorale (NOWICKI et col., 1996).

- M-CSF ET METABOLISME E

Le role potentiel du M-CSF dans le remodelage osseux a été initialement décrit
par MAC DONALD et col. (1986), qui ont observé que le M-CSF stimulait la formation
de cellules ostéoclaste-like dans les cultures de moelle osseuse.

Les ostéoclastes dérivent des cellules hématopoiétiques appartenant a la lignée
monocytaire-macrophagique. Le M-CSF est essentiel pour la survie, la prolifération des
précurseurs ostéoclastiques et leur différenciation en ostéoclastes matures (TANAKA
et col., 1993). Ces propriétés du M-CSF ont été confirmées par la découverte du fait que
la déficience en ostéoclastes des souris ostéopétrotiques op/op était liée a I'absence de
M-CSF biologiquement actif (FELIX et col., 1990 a). Simultanément, les expériences de
traitement par M-CSF recombinant humain des souris op/op permettaient une
disparition des troubles osseux (FELIX et col., 1990 b). Cependant, pour BISKOBING et
col. (1995), le M-CSF est indispensable  la prolifération des précurseurs ostéoclastiques,
mais ne serait pas nécessaire 2 leur fusion, c’est-a-dire a leur différenciation en
ostéoclastes matures. |

L’action du M-CSF sur les ostéoclastes passe par l'intermédiaire de son récepteur
qui a pu étre mis en évidence  la surface des précurseurs ostéoclastiques et surtout des
ostéoclastes matures (HOFSTETTER et col., 1992; WEIR et col., 1993). Le M-CSF a la
propriété de stimuler la migration des ostéoclastes de rat, isolés (OWENS et col., 1993).
Dans le modele de calvaria de souris, le M-CSF marqué 2 l'iode 125 se fixe sur son
récepteur a la surface des ostéoclastes, les active (phosphorylation des résidus tyrosines
ot libération de radicaux libres de 'oxygene) et induit la résorption osseuse (YANG et
col., 1996). D’autre part, il serait le médiateur de l'interaction ostéoblastes/ostéoclastes
dans la résorption osseuse induite par la PTH (hormone parathyroidienne) et la PTH-
rP (peptide apparenté a la PTH) (WEIR et col., 1993). Le M-CSF produit par les
ostéoblastes (FELIX et col., 1989) posséde donc un rdle critique dans le développement

et 'activation des ostéoclastes.
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FELIX et col. (1996) ont montré que les cellules ostéoblastiques (ostéoblastes primaires
et lignées ostéoblastiques murines MC 3T3-El et KS-4) étaient capables de produire la
forme protéoglycane (PG-M-CSF) et la forme membranaire du M-CSF. La plus grande
partie du M-CSF est sécrétée sous forme protéoglycane et une petite portion se lie a la
matrice extra-cellulaire. Antérieurement, OHTSUKI et col. (1993 et 1995) avaient
montré que le PG-M-CSF était détectable a la surface de 'os par immunomarquage et
quil était capable d’interagir avec les composants de la matrice extra-cellulaire,

notamment le collagéne de type V et le basic fibroblast growth factor (bFGF).

G- M-CSF ET INFLAMMATION.,

La formation de lésions inflammatoires nécessite 'afflux de leucocytes & partir de la
circulation, a travers 'endothélium vasculaire et vers les sites inflammatoires.

En fonction de I'étiologie, le site inflammatoire peut contenir des quantités variables
de granulocytes, monocytes, macrophages et lymphocytes. Chacun de ces types
cellulaires est attiré dans le site inflammatoire par des chémoattracteurs spécifiques et
les activités biologiques de ces cellules sont régulées par des cytokines bien définies.

Au sein de articulation, le M-CSF peut étre produit par les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les phagocytes mononucléés, les chondrocytes et les ostéoblastes
(FALKENBURG et col., 1990; FIBBE et col., 1989; RAMBALDI et col., 1987; CAMPBELL
et col., 1993; OHTSUKI et col., 1993). Il joue probablement un rdle important dans la
réaction inflammatoire, A travers ses actions sur les monocytes/macrophages. En effet,
il est capable de stimuler la prolifération et certaines fonctions des macrophages et la
synthese par ces macrophages de différents médiateurs de I'inflammation et cytokines
(HAMILTON et col., 1993 a).

1- M-CSF ET KINE

a- Régulation dela synthése de M-CSF par les cytokines.

La régulation de la production du M-CSF est essentiellement un phénomene
inductible, méme si celle-ci peut &tre constitutive 2 un faible niveau dans les
fibroblastes et les cellules endothéliales (FALKENBURG et col., 1990; SEELENTAG et
col., 1987) ou dans différentes lignées cellulaires carcinomateuses (HORIGUCHI et col.,
1988).
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Un réseau complexe de cytokines intervient dans la régulation de sa synthese. L’action
de différentes cytokines en fonction de leur cible cellulaire est passée en revue et

résumée dans le tableau 1.

a.1 - Interleukine-1 (IL-1)

L'IL-1 est une cytokine produite essentiellement par les monocytes. Elle joue un rdle
important dans les réponses inflammatoires. KU et col. (1992) ont montré que I'IL-1a
était capable d’induire I'expression du M-CSF dans les cellules Mia Pa Ca.

L’IL-18 induit la synthese du M-CSF dans les cultures de cellules stromales médullaires
humaines (FIBBE et col., 1988). Ainsi, I'IL-1 interviendrait dans la régulation de la
production de M-CSF par les cellules du microenvironnement hématopoiétique.

La production de protéine M-CSF est augmentée dans les monocytes humains traités
par un anticorps anti-CD45 et I'[L-18 a un effet additif. Elle stimule la transcription du
gene du M-CSF, mais ne modifie pas la 1/2 vie des transcrits du M-CSF. Apres
stimulation par V'anticorps anti-CD45, I'IL-1B pourrait représenter le second signal
nécessaire a la transcription du géne du M-CSF dans les monocytes (GRUBER et col.,
1994). De méme, I'Il-1 en synergie avec le PMA induit la production de M-CSF par les
lymphocytes T (PRALORAN et col., 1990 a).

L/IL-1o entraine également une augmentation de l'expression du geéne du M-CSF dans
les fibroblastes quiescents, mais aussi en phase de prolifération (FALKENBURG et col.,
1990). L'IL-18 a les mémes propriétés dans les cellules ostéoblaste-like MC 3T3-El
(TAKAISHI ef col., 1994) et dans les cellules mésangiales glomérulaires (ZOJA et col.,
1991). Dans les cultures de cartilage articulaire humain et dans les cultures de

chondrocytes, la production de M-CSF peut étre induite par I'IL-1o et 3 (CAMPBELL et
col., 1993).

a.2 - Tumor necrosis factor (TNF)

Le TNF est une autre cytokine clé de la réaction inflammatoire. Il est responsable d’une
augmentation de la transcription du gene du M-CSF mais également du gene du
récepteur au M-CSF, au cours de la différenciation des cellules HL-60. PGE, et AMPc
ont un réle régulateur négatif sur l'induction de I'expression du gene du M-CSF par le
TNF (SHERMAN et col., 1990).
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La lignée de cellules stromales humaines KM102 produit de fagon constitutive 2
formes de protéines M-CSF: le M-CSF de 85 kDa et le PG-M-CSF. Apres stimulation par
du TNE-q, les cellules KM102 augmentent leur production de M-CSF et notamment de
PG- M-CSF. La chaine de chondroitine sulfate du PG-M-CSF, produit aprés stimulation
par le TNF-q, est plus courte et a une affinité plus faible pour le collagene de type V.

Dans les sites inflammatoires, le PG-M-CSF présent dans la matrice extra-cellulaire
aurait ainsi un meilleur potentiel de diffusion, grice & une moindre affinité pour le
collagene de type V (OHTSUKI et col., 1994 a).

Le TNF-a entraine une augmentation de la transcription du géne du M-CSF, de fagon
dose-dépendante dans les ostéoblastes de souris (KAPLAN et col., 1996).

Les TNF-o, et -8 induisent la production de M-CSF dans les cultures de cartilage
articulaire humain et dans les cultures de chondrocytes (CAMPBELL et col., 1993). Des
résultats identiques sont obtenus avec le TNF-a et les fibroblastes humains (AKASHI

et col., 1989).

a.3 - Interféron (IFN)

Les monocytes humains non stimulés ne produisent pas de M-CSF. L’exposition de ces
cellules & 'TFN-y ou au PMA induit I'expression du géne du M-CSF et la libération de
M-CSF biologiquement actif (RAMBALDI et col., 1987).

L’ARNm du M-CSF de 4 kb est la forme exprimée de facon majoritaire dans la lignée
de cellules stromales humaines KM102, dans des conditions basales. Par contre, lorsque
les cellules sont stimulées par I'ITEN-y, 'expression de VARNm du M-CSF de 1,6 kb
semble plus importante que celle de ’ARNm de 4 kb (OHTSUKI et col., 1994 b). Ces
résultats suggerent que, dans les états inflammatoires ot intervient I'IFN-y, le M-CSF
sous forme membranaire serait produit de fagon plus abondante. Ce phénomene
pourrait contribuer a 'augmentation locale de M-CSF dans le site de l'inflammation.
Par contre, les IEN-o et -y n’ont aucun effet sur la production de M-CSF du cartilage

articulaire et des chondrocytes humains en culture (CAMPBELL et col., 1993).
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a.4 - Interleukine-2 (IL-2)

L’IL-2 est synthétisée par les lymphocytes helper de type TH-1. L'IL-2 et I'IFN-y font
partie des facteurs majeurs d’activation macrophagique. La cytotoxicité directe ou
anticorps dépendante des macrophages, ainsi que la production d’IL-18, d'IL-6 et de
TNF-0. peuvent étre induites par I'IL-2 (VERSTOVSEK et col., 1992). ESPINOZA-
DELGADO et col. (1990) ont montré que I'IL-2 augmentait l’expression du gene du
récepteur au M-CSF (ou proto-oncogene c-fms) dans les monocytes humains.

Par contre, DELLO SBARBA et col. (1996) ont mis en évidence que I'IL-2 diminuait la
prolifération, dépendante du M-CSF, des macrophages (lignée cellulaire BAC-1,2F5
murine) et diminuait également l'expression des récepteurs au M-CSF. L'IFN-y et le
LPS agissaient en synergie avec I'IL-2 sur la régulation des récepteurs au M-CSF. Les
auteurs suggerent que les actions combinées de I'[L-2 et de 'IFN-y augmenterait en fait

les concentrations de protéine kinase C et de phospholipase C de fagon suffisante pour

déclencher le processus de dégradation des récepteurs au M-CSF.

a.5 - Interleukine-3 (IL-3)

L’'IL-3 est un facteur de croissance du syst®me hématopoiétique. Elle est produite
essentiellement par les lymphocytes T, les monocytes/macrophages et les mastocytes.
Elle intervient principalement dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation des cellules souches hématopoiétiques multipotentes.

Elle augmente le taux des transcrits du M-CSF et le taux de protéines M-CSF dans les
monocytes humains (VELLENGA et col., 1988). Pour ERNST et col. (1989), son
mécanisme d’action est post-transcriptionnel avec une augmentation de la stabilité des
ARNm du M-CSF.

a.6 - Interleukine-4 (IL.-4)

L'IL-4 induit la production de M-CSF dans les monocytes humains (WIESER et col.,
1989). Par contre, 'IL-4 n’aurait aucun effet sur cette production dans les cultures de
cartilage articulaire et de chondrocytes humains (CAMPBELL et col., 1993).

Pour GRUBER et col. (1994), I'TL-4 et I'TL-10 diminueraient de fagon significative la

sécrétion de protéines M-CSF par les monocytes humains stimulés par un anticorps
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anti-CD45 et I'IL-18. Cette diminution de synthdse serait liée & une inhibition de la
transcription du géne du M-CSF. La demi-vie des transcrits du M-CSF ne serait pas
affectée. Ainsi, la production de M-CSF par les monocytes pourrait dépendre de la
balance IL-1/IL-4 et IL-10 et donc, de I'équilibre TH-1/TH-2 au cours de la réponse
immunitaire. La synthése de M-CSF et par conséquent le degré d’activation des

monocytes seraient régulés par la balance de ces cytokines.

a.7 - Interleukine-6 (IL-6)

L’IL-6 augmente le taux de protéines et d’ARNm du M-CSF dans les fibroblastes
pulmonaires d’embryons humains en culture. Le mécanisme d’action de I'IL-6 est & la
fois transcriptionnel et post-transcriptionnel, avec augmentation de la stabilité des
ARNm (MANTOVANI et col., 1991).

Pour CAMPBELL et col. (1993), par contre, I'IL-6 n’aurait aucun effet sur la production

de M-CSF du cartilage articulaire et des chondrocytes humains en culture.

a.8 - Le transforming erowth factor-3 (TGFE-

Le TGF-B est un polypeptide intervenant dans la régulation de la différentiation et de

la croissance de nombreux types cellulaires. Il est abondant dans la matrice osseuse olt
il est stocké sous forme latente, activé par les ostéoclastes au cours de la résorption
osseuse et ol il stimulerait la formation osseuse.

Il augmente I'expression de VARNm du M-CSF dans différentes lignées cellulaires
mésenchymateuses, incluant ostéoblastes, cellules stromales médullaires, fibroblastes
et myoblastes (TAKAISHI et col., 1994; FELIX et col., 1996). Dans les cellules ostéoblaste-
like MC 3T3-E1, il est responsable d’une augmentation de la production de M-CSF par
augmentation de la transcription du géne du M-CSF, mais également par stimulation
de la synthése de PDGF-A et -B (platelet derived growth factor-A et -B), eux-mémes
induisant la transcription du géne du M-CSF. L'IL-1 semble avoir les mémes activités,
avec une cinétique différente sur I'induction de PDGF-A et -B (TAKAISHI et col., 1994).
Ces résultats soulignent la complexité du réseau de cytokines modulant la production
de M-CSF dans différentes conditions physiologiques et pathologiques.

Le TGF-8 n’a, par contre, aucune action sur la production de M-CSF du cartilage

articulaire et chondrocytes humains en culture (CAMPBELL et col., 1993).
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a.9 - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)

Le GM-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique qui posséde des activités
synergiques et en partie superposables a celles de I'IL-3 sur les cellules souches
multipotentes. Il stimule et recrute également les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles ou éosinophiles et induit la production de cytokines telles que I'IL-1 et le
TNF. 1l a également la propriété de stimuler la production de M-CSF (VELLENGA et
col., 1988; ERNST et col., 1989).

a.10 - Facteurs de croissance sans tropisme hématopoiétique

11 s’agit principalement de l'epidermal growth factor (EGF), du platelet derived growth
factor (PDGF) et du fibroblast growth factor (FGF).

L'EGF est présent essentiellement dans les granules plaquettaires et induit la
prolifération de nombreux types de cellules épithéliales et des fibroblastes.

Le PDGF est produit par les plaquettes, les cellules endothéliales, placentaires et les
macrophages activés. Il s’agit d’un agent mitogéne de nombreux types cellulaires,
notamment des fibroblastes, des ostéoblastes, des cellules musculaires lisses artérielles
et des chondrocytes articulaires.

Le FGF sous forme acide ou basique appartient & une famille de protéines capables de
se fixer A I'héparine. Il est produit par les macrophages, les fibroblastes, les cellules
endothéliales et épithéliales et exerce une action mitogene in vitro sur les ostéoblastes
et les chondrocytes. Il a la propriété de se fixer aux protéoglycanes dans la matrice
cartilagineuse.

Le PDGF, 'EGF associé a l'insuline, le PDGF avec 'EGF et 'insuline ou le FGF avec
'EGF et l'insuline, entrainent une augmentation de l’expression du géne du M-CSF
dans les fibroblastes humains en culture (FALKENBURG et col., 1990). Le PDGF
augmente également l’expression de ’ARNm du M-CSF dans les cellules ostéoblaste-
like MC 3T3-E1 (TAKAISHI et col., 1994).

Pour CAMPBELL et col. (1993), par contre, le bFGF et le PDGF n’ont que peu d'effets sur
la production du M-CSF dans les cultures de cartilage articulaire et de chondrocytes

humains.
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Tableau 1 : Induction de la synthese de M-CSF par les différentes cytokines.

Cytokines Cellules cibles Auteurs
o fibroblastes humains FALKENBURG,1990
cellules Mia PaCa KU, 1992
cellules stromales médullaires humaines FIBBE, 1988
B phagocytes mononucléés humains GRUBER, 1994
cellules ostéoblaste-like MC 3T3-E1 TAKAISHI, 1994
lymphocytes T humains PRALORAN, 1990 a
aetB |cartilage articulaire et chondrocytes humains CAMPBELL, 1993
o lignée de cellules stromales humaines KM102 OHTSUKI, 1994 a
TNF ostéoblastes murins KAPLAN, 1996
oetB |cellules HL-60 SHERMAN, 1990
fibroblastes humains AKASHI, 1989
IFN-y cellules stromales humaines KM102 QOHTSUKI, 1994 b
monocytes humains RAMBALDI, 1987
IL-3 monocytes humains VELLENGA, 1988
ERNST, 1989
IL-4 monocytes humains WIESER, 1989
régulation négative pour les phagocytes mononucléés humains | ERNST, 1989
IL-6 fibroblastes humains MANTOVANI, 1991
IL-10 régulation négative dans les phagocytes mononucléés humains | GRUBER, 1994
ostéoblastes FELIX, 1996
cellules ostéoblaste-like MC 3T3-E1 TAKAISHI, 1994
TGF-B cellules stromales médullaires MC 3T3-PA6 TAKAISHI, 1994
fibroblastes NIH/3T3 TAKAISHI, 1994
myoblastes G-8 TAKAISHI, 1994
GM-CSF monocytes humains VELLENGA, 1988
ERNST, 1989
PDGF fibroblastes humains FALKENBURG, 1990
cellules ostéoblaste-like MC 3T3-E1 TAKAISHI, 1994
EGF fibroblastes humains FALKENBURG, 1990
FGF fibroblastes humains FALKENBURG, 1990

IL-1 (interleukine-1); TNF (tumor necrosis factor), IFN-y (interféron-y); IL-3
(interleukine-3); IL-4 (interleukine-4); IL-6 (interleukine-6); IL-10 (interleukine-10);
TGF-B (transforming growth factor-B); GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor); PDGF (platelet derived growth factor); EGF (epidermal growth
factor); FGF (fibroblast growth factor).
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b- Induction de la synthése de cytokines par le M-CSE.

Les données de la littérature concernant l'induction de la syntheése de différentes
cytokines par le M-CSF sont multiples et parfois contradictoires (HAMILTON, 1993 a).
La difficulté d’interprétation est liée a différentes variables comme la pureté des
populations cellulaires étudiées, la contamination éventuelle des cytokines
recombinantes et du sérum par du LPS auquel les monocytes/macrophages sont tres
sensibles, I'état adhérent ou non des cellules (I'adhérence serait responsable d’une
activation des monocytes et ainsi de 'augmentation de l'expression des ARNm des
cytokines), la sensibilité et la spécificité des méthodes de dosage des cytokines,
linterférence de certains inhibiteurs des cytokines au cours des expériences, etc...
(HAMILTON, 1993 a).

L’action du M-CSF sur la production des principales cytokines est résumée dans le
tableau 2.

La production d’IL-1 est stimulée par le M-CSF dans les macrophages péritonéaux de
souris (MOORE et col., 1980). Pour OSTER et col. (1992), le M-CSF augmente le taux

d’ARNm de I'TL-18 par augmentation de la transcription du géne avec une probable
intervention du facteur de transcription NF-xB, et par augmentation de la stabilité de
I’ ARNm de I'IL-18. Cette stimulation se traduit également par une augmentation de la
sécrétion de protéine IL-18. En induisant la synthese d'IL-18, le M-CSF amplifie ses
propres effets sur 'hématopoiese, mais pourrait également intensifier la réaction
inflammatoire notamment dans les rhumatismes inflammatoires comme la PR.

Pour EVANS et col. (1995), le M-CSF recombinant humain induit la transcription des
génes de I'IL-1a, de I'IL-1B et de I'IL-6 dans les cellules péritonéales de souris. La
diminution de concentration en sérum dans le milieu de culture réduit
significativement la transcription induite par le M-CSF, est associé a I'adhérence des
cellules et 3 une diminution du taux d’ARNm et de protéine du récepteur au M-CSF.
Bien que le niveau de transcription des cytokines soit élevé, seule I'IL-6 est libérée en
grande quantité. L’activité IL-1 reste associée aux cellules. Pour les auteurs, la
stimulation des cellules par le M-CSF déclencherait la transcription des genes des
cytokines comme I'IL-1, mais la sécrétion de ces cytokines nécessiterait un second
signal. Ce mécanisme d’action du M-CSF ou « priming » éviterait la libération des
cytokines ou la traduction de leurs ARNm tant que les cellules n‘ont pas recu un

second signal. Le second signal pourrait étre fourni gréce aux interactions entre
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phagocytes mononucléés et cellules endothéliales vasculaires par l'intermédiaire de
molécules d’adhésion, au cours de la migration vers le site inflammatoire.

Le M-CSF recombinant humain augmente lexpression de I’ARNm de I'IL-6 et
I'activité IL-6 dans les monocytes humains adhérents (NAVARRO et col., 1989). Les
monocytes humains traités par M-CSF (purifié a partir de la lignée cellulaire Mia Pa
Ca), puis par LPS et PMA augmentent leur activité TNF et IFN (WARREN et col.,
1986). L’activité anti-tumorale des monocytes humains est augmentée par le M-CSF
recombinant humain, avec une élévation parallele de la production de TNF
(SAMPSON-JOHANNES et col., 1988). Dans les cellules leucémiques

myélomonocytaires THP-1, le traitement simultané par M-CSF et INF-y aboutit & une
augmentation des taux d’ARNm et de protéines IL-1B et TNF-o, comparés aux taux

obtenus aprs stimulation par M-CSF seul ou IFN-y seul (KIMBALL et col., 1995).

Le M-CSF semble capable d'induire également la production de GM- et G-CSF
(HAMILTON, 1993 a). In vivo, aprés chimiothérapie, I’administration de M-CSF
stimule la production de GM- et G-CSF par les monocytes (MOTOYOSHI et col., 1994).
Le M-CSF recombinant humain augmente le taux d’ARNm, le taux de protéine et
I'activité de I'IL-8 dans les monocytes humains (HASHIMOTO et col., 1996). Il pourrait
par cet intermédiaire augmenter le chimiotactisme et l'activité phagocytaire des
polynucléaires neutrophiles, le chimiotactisme des lymphocytes et amplifier les
interactions entre monocytes et lymphocytes dans la réaction inflammatoire.
Cependant, plusieurs auteurs ont publié des résultats contraires concernant 'induction

de cytokines pro-inflammatoires par le M-CSF. En effet, pour STRASSMANN et col.
(1991), le M-CSF n’induit pas ’expression de VARNm de I'TL-1a dans les macrophages
péritonéaux de souris. HAMILTON et col. (1993 d) ont montré que le M-CSF
recombinant humain n’augmentait ni le taux d’ARNm, ni l'activité de I'IL-1B, de I'lL-6

et du TNF-a dans les monocytes humains. Pour EVANS et col. (1995), le M-CSF ne

module pas l'expression de 'ARNm du TNF-a, ni l'activité GM-CSF des cellules

péritonéales de souris.

In vivo, des souris C57 Black/6 ont été vaccinées par le BCG a JO puis ont été traitées
par du M-CSF recombinant humain 2 partir de J2 (30 pg/souris tous les 2 jours, 6 fois)
et par du LPS 4 J14 (25 pg/souris). La production d'IFN et de TNF-o est supprimée par

ce traitement. Ces effets suppressifs du M-CSF ont été vérifiés in vitro dans des

cultures de cellules spléniques prélevées chez la souris a J14. Par contre, il nexiste
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aucune suppression de I'IFN et du TNF-o chez la souris nude BALB/c. La réaction
lymphocytaire mixte, réalisée avec des cellules spléniques de souris C57 Black/6
traitées par M-CSF et utilisées comme cellules répondeuses et des cellules spléniques
de souris C3H traitées par mitomycine C comme cellules stimulatrices, est négative

(KOJIMA et col., 1996). Ainsi, le mécanisme d’action de la diminution de production

d’IFN et de TNF-a par le M-CSF pourrait faire intervenir les lymphocytes T.

Tableau 2 : M-CSF et induction de la synthése de cytokines.

Cytokines Type cellulaire Réponse Auteurs
macrophages péritonéaux de souris + MOORE, 1980
macrophages péritonéaux de souris + EVANS, 1995
IL-1 phagocytes mononucléés humains + OSTER, 1992
monocytes humains - HAMILTON, 1993 d
macrophages péritonéaux de souris - STRASSMANN, 1991
cellules péritonéales de souris - EVANS, 1995
TNF-o. monocytes humains - HAMILTON, 1993 d
monocytes humains + WARREN, 1986
monocytes humains + SAMPSON-JOHANNES, 1988
IFN monocytes humains + WARREN, 1986
IL-6 monocytes humains + NAVARRO, 1989
macrophages péritonéaux de souris + EVANS, 1995
monocytes humains - HAMILTON, 1993 d
macrophages de souris - STRASSMANN, 1991
IL-8 monocytes humains + HASHIMOTO, 1996
GM-CSF cellules péritonéales de souris - EVANS, 1995
monocytes humains + MOTOYOSHI, 1994

IL-1: interleukine-1. TNF-o: tumor necrosis factor-o. IFN: interféron. IL-6:

interleukine-6. IL-8: interleukine-8. GM-CSF: granulocyte monocyte colony-
stimulating factor. Réponse (+) : stimulation de la synthése de cytokine par le M-CSF,

réponse (-) : pas de stimulation.

Le M-CSF participe certainement 2 la réaction inflammatoire, notamment dans la PR,

par I'intermédiaire de ses actions sur les monocytes/macrophages. Dans la synovite

rhumatoide, les monocytes/macrophages produisent de I'IL-1 et du TNF-o, qui
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peuvent 2 leur tour induire la synthese de M-CSF par les cellules endothéliales, les
phagocytes mononucléés, les fibroblastes synoviaux, les chondrocytes et les
ostéoblastes. La capacité du M-CSF a stimuler la synthése d'IL-1 et de TNF-a par les
monocytes/macrophages reste incertaine et débattue. Cependant, le M-CSF intervient
probablement dans une étape de préparation des cellules (« priming ») a la synthése de
diverses cytokines, notamment de I'IL-1. Cette boucle de stimulation pourrait
également dépendre de costimulations de natures diverses s’exercant sur les cellules in

vivo.

2- M-CSF ET METABOLISME DE L’ACIDE ARACHIDONIOQUE.

Parmi les médiateurs et les effecteurs de I’inflammation, notamment dans la PR, les
prostaglandines (Pgs) jouent un réle important. Elles appartiennent a la famille des
eicosanoides, molécules dérivées de l'oxydation enzymatique de l'acide arachidonique,
acide gras polydésaturé des phospholipides membranaires. Les cyclooxygénases sont
des enzymes clefs dans la synthése des Pgs. Il existe 2 isoformes: la cyclooxygénase-1
(COX-1), exprimée de facon constitutive et la cyclooxygénase-2 (COX-2), isoforme
inductible exprimée sous 1’influence de nombreux stimuli, dont I'IL-1 et le TNF-a
(HLA et col., 1992). Les Pgs ont des propriétés vasodilatatrices et potentialisent les effets
d’autres médiateurs comme la bradykinine, le leucotriéne B, et I’histamine. Ce sont de
puissants stimulateurs de l'angiogénese (SALMON et col., 1987). Elles ont également
des propriétés immunorégulatrices en inhibant certaines fonctions des cellules B et T,
en potentialisant le switch des immunoglobulines et la synthese de certaines cytokines
et de leurs récepteurs (PHIPPS et col., 1991).

Des taux élevés de PGE, ont été détectés dans le liquide articulaire de PR, comparé a
ceux dans l'arthrose. Les protéines COX-1 et COX-2 sont présentes dans la synoviale de
PR. Les taux d’ARNm et de protéine COX-2 sont augmentés apres stimulation par I'IL-
1 dans les explants de tissu synovial et dans les cultures primaires de synoviocytes de
PR (CROFFORD, 1995). PGE, interviendrait dans la destruction du cartilage et dans la
résorption osseuse ostéoclastique locale de la PR (MARIE et vol.; 1993}

Les macrophages sont capables de libérer de la PGE,, qui en retour peut moduler
certaines fonctions macrophagiques comme la phagocytose. KURLAND et col. (1978),
ont proposé un modele de feed back négatif out le M-CSF stimulerait la prolifération et

la différenciation des précurseurs macrophagiques en macrophages matures et
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induirait la synthése de PGE, par les cellules matures. En retour, PGE, inhiberait la
prolifération des précurseurs.

PGE, inhibe I'expression des ARNm du M-CSF et diminue la production de protéines
M-CSF dans les monocytes humains en culture stimulés par du LPS (LEE et col., 1990).
PGE, diminue également l'expression des ARNm du M-CSF, induite par le TNF dans
les cellules HIL-60 et ceci de facon dose dépendante (SHERMAN et col., 1990).

Dans les monocytes humains, NAKAMURA et col. (1992) ont montré que le M-CSF
entrainait la phosphorylation et l'activation de la PLA, cytosolique, suivies de la
libération d’acide arachidonique et de la production de PGE,.

Cependant des résultats contraires ont été obtenus par d’autres auteurs. En effet, le M-
CSF n’augmente pas la production de PGE, dans les cultures de macrophages de souris
(STRASSMANN et col., 1991) et dans les cultures de monocytes humains
(HAMILTON ef col., 1993 d). SHIBATA et col. (1994) ont montré que les macrophages
médullaires adhérents de souris stimulés par le M-CSF n’expriment qu'une trés faible
quantité d’ARNm et de protéine COX-1, contrairement aux mémes cellules stimulées
par I'IL-3 et le GM-CSF. L’activité enzymatique de la COX-1 est faible contrairement a
I'activité enzymatique de la PLA, qui reste comparable a celle des cellules traitées par
GM-CSF ou IL-3. L’ARNm et la protéine COX-2 sont absents, que les cellules soient
traitées par M-CSF, GM-CSF ou IL-3. La production de PGE, et autres eicosanoides des
cellules traitées par le M-CSF est significativement plus basse que celle des cellules
traitées par GM-CSF ou IL-3.

Pour XU et col. (1994), le M-CSF entraine la phosphorylation et I'activation de la PLA,
cytosolique dans la lignée cellulaire BAC1.2F5 de macrophages murins et dans les
macrophages péritonéaux de souris. Par contre, la libération d'acide arachidonique
n’est pas augmentée et la production de PGE, diminue aprés stimulation par le M-CSF

dans les 2 types cellulaires.

3 - M-CSF ET ACTIVATEUR DU PLASMINOGENE

I’activateur du plasminogene de type urokinase (u-PA) est une sérine protéase qui est
responsable du clivage du plasminogéne en plasmine. La plasmine catalyse
directement la dégradation de la matrice extra-cellulaire et agit également de fagon
indirecte en activant les métalloprotéinases comme la collagénase et la stromélysine.

I’activité u-PA est associée au remodelage tissulaire et a la migration cellulaire. En
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effet, 'u-PA pourrait permettre la dégradation de la matrice extra-cellulaire et ainsi la
migration des macrophages a travers les tissus.

Les taux d'u-PA sont élevés dans le liquide synovial de PR (SAXNE et col., 1993). In
vitro, les synoviocytes fibroblastiques de PR produisent de l'u-PA. Cette production est
augmentée par LIL-1 et diminuée par la dexaméthasone et I'indométacine
(HAMILTON et col., 1991).

D'autre part, le M-CSF augmente le taux d’ARNm et lactivité u-PA dans les
macrophages et les monocytes humains (HAMILTON et col., 1993 d). Ainsi, le M-CSF
pourrait augmenter la production d'u-PA des synoviocytes et macrophages de la
synoviale rhumatoide et étre responsable, tout comme ITL-1, de la destruction

articulaire.

II- IMMUNOLOGIE DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE.

La PR est un rhumatisme inflammatoire chronique fréquent, dont la prévalence
pourrait étre de 1% dans la population adulte. Elle atteint trois fois plus la femme que
I’homme, surtout entre 30 et 50 ans. Sa pathogénie reste obscure, méme si 'on pense
quil s'agit d’une affection auto-immune, impliquant préférentiellement les
lymphocytes T, en réponse a une stimulation antigénique de nature variable
(antigénes ou super-antigénes, endognes ou exogeénes), dans un contexte de
susceptibilité génétique. Aprés 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 aigués et parfois compliquée de

manifestations systémiques.

A- ANATOMIE DE LA SYNOVITE RHUMATOIDE.

1- HISTOLOGIE DU TI NORMAL

La membrane synoviale normale est constituée de 2 a 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 col., 1995). Les synoviocytes de type A ou «macrophage-like »
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représentent 20 & 30% des cellules synoviales et ont un aspect macrophagique: appareil
lysosomial trés 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
hématopoiétique.

Les synoviocytes de type B ou « fibroblaste-like » représentent 70 a 80% des cellules
synoviales. Leur aspect suggere une nature fibroblastique: forme allongée, reticulum
endoplasmique et appareil de Golgi tres développé, peu de vacuoles, extensions
digitiformes et noyau pale. 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).
Les synoviocytes sont des cellules 2 faible pouvoir de division. Les cellules de type A
ont surtout une activité phagocytaire. Elles peuvent également présenter I’antigéne
puisqu’elles sont porteuses de molécules HLA de classe II. Les cellules de type B ont
une activité de synthése protéique: synthéese des constituants de la matrice extra-

cellulaire, mais aussi des métalloprotéinases.

2- LA SYNOVITE RHUMATOIDE,

La synovite rhumatoide 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 cedeme interstitiel et une
angiogénese exagérée (PALMER et col., 1995). L'épaississement de I'intima est
probablement le résultat d’une prolifération des synoviocytes de type B et d'un
recrutement important de macrophages (FITZGERALD et col., 1995). Dans la sous-
intima, linfiltrat inflammatoire périvasculaire est composé essentiellement de
macrophages, de lymphocytes T avec une prédominance des CD4 par rapport aux CDs.
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 » ala
périphérie des agrégats cellulaires (FITZGERALD et col., 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 cellules fibroblastiques, caractérisées également par des

modifications phénotypiques (PALMER ef col., 1995).
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Cependant, il a été mis en évidence récemment, dans les PR débutantes, un autre type
de cellules synoviales appelées «pannocytes». Ces cellules n‘ont pas les
caractéristiques des synoviocytes de type A ou B et sont probablement d’origine
mésenchymateuse. Elles si¢gent a la jonction pannus et zones d’érosions osseuses et
ont un potentiel important d’expression de molécules d’adhésion VCAM. Elles
pourraient avoir un role précoce dans linitiation de la synovite rhumatoide
(ZVAIFLER et col., 1994).

B- LES ACTE ELL IRE

1- ROLE DES LYMPH T.

De nombreux arguments cliniques et expérimentaux plaident en faveur de I’hypothese
selon laquelle la PR serait une maladie 2 médiation cellulaire T (PANAYI et col., 1992):
- La grande richesse de la synoviale rhumatoide en lymphocytes T
notamment dans la région sous-intimale et autour des vaisseaux.
- La plupart des lymphocytes T synoviaux possédent un aspect
« mémoire », défini par l'expression sur la membrane de l’antigene
CD45R0O, témoin de la préactivation précédant leur migration dans la
membrane synoviale.
- La possibilité de transférer I'arthrite a l'adjuvant, modele animal de la
PR, 4 des animaux sains par l'intermédiaire de clones T issus des animaux
malades.
- L’efficacité des traitements ayant pour cible les lymphocytes T:
irradiation lymphoide totale, ciclosporine et anticorps anti-CD4.
Le role pivot du lymphocyte T, dans la pathogénie de la PR, est renforcé par
I'hypothese du peptide arthritogéne. Le peptide arthritogene pourrait étre d’origine
exogeéne (agents infectieux ou super-antigénes) ou endogeéne (collageéne,
protéoglycanes, super-antigénes, etc...). Il serait reconnu de facon 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.
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Cependant, d’autres constats font des lymphocytes synoviaux des cellules peu actives
(CANTAGREL et col., 1995):
- A la surface des lymphocytes, les marqueurs tardifs d’activation (HLA-
DR ou VLA-1) sont principalement présents, alors que le CD25, récepteur
de haute affinité a I'IL-2 et marqueur d’activation précoce, est rarement
exprimé.
- Les lymphocytes T sont petits et quiescents. Le nombre de cellules T en
phase de multiplication est trés faible, évalué a 1%.

- Les cytokines produites par les lymphocytes T activés sont en faible
quantité: IL-2, IL-3, IL-4 et IFN-y.
- L’absence d’oligoclonalité des lymphocytes T dans la synoviale

rhumatoide.

Chaque lymphocyte T posséde un récepteur ou TCR constitué de 2 chaines peptidiques
o et B (y et & plus rarement). Chaque chaine comporte, de maniére analogue aux

immunoglobulines, une partie constante et une partie variable. La partie variable
(régions CDR) est responsable de la reconnaissance des antigenes présentés par les
molécules HLA de classe II. La région CDR3, unique pour chaque cellule T, est plus
particulidrement impliquée dans la reconnaissance fine de I'antigéne (figure 5).

La recherche d’une oligoclonalité des lymphocytes T dans le tissu synovial par les
études des régions variables du TCR (répertoire T) a donné au départ des résultats

conflictuels. Cependant, certaines études ont souligné l'utilisation préférentielle par les

cellules T synoviales de certaines familles de génes VB (génes codant pour la partie

variable de la chaine f du TCR): VB3, VB14 et VB17 (CANTAGREL et col., 1995).
Plusieurs travaux récents permettent de penser qu'il existe dans la synoviale
rhumatoide une activation spécifique d'un nombre restreint de clones T. L’existence
des mémes clones T dans différentes articulations ou a des temps différents de la
maladie est un argument important pour penser que cette activation est spécifique de
la maladie. La fréquence de ces clones dominants est difficile a définir, mais
représenterait 1 2 2 % de 'ensemble des cellules T synoviales. L'intérét de ces travaux
est de pouvoir isoler les lymphocytes T susceptibles de reconnaitre de fagon spécifique
le ou les antigenes associés a la PR.

En fait, la grande majorité des cellules T serait activée de fagon non spécifique dans le

tissu synovial. Ainsi, linteraction entre les cellules endothéliales des capillaires
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synoviaux et les lymphocytes T lors de leur migration dans la membrane synoviale
entrainerait la coexpression de CD69 (marqueur d’activation précoce) et de HLA DR, a
I'origine d’une activation non spécifique des lymphocytes T (IANNONE et col., 1994).
D’autres voies d’activation, toujours non spécifiques, pourraient &tre utilisées
indépendamment du TCR, par Iintermédiaire de molécules de surface comme CD2
(ligand de LFA-3) et VLA 4/5 (ligand de la fibronectine) (YAMADA et col., 1991).

En ce qui concerne le ou les antigéne(s) arthritogene(s), les questions restent encore
ouvertes. Il existe 2 hypothéses, celle des antigénes classiques et celle des super-
antigénes, qui ne sont pas forcément contradictoires.

Trois familles de génes VB (VB3, VP14 et VP17), utilisées préférentiellement par les
lymphocytes T synoviaux, possédent une importante homologie dans leur région
CDR4, région reconnue comme impliquée dans la reconnaissance des super-antigenes
(figure 5 B). Un super-antigéne est porté mais non processé par les molécules HLA et
est capable d’activer de fagon polyclonale tous les lymphocytes T porteurs d"une région
CDR4 identique appartenant & une famille unique de génes VB (HOWELL et col., 1991).
Le MAM (mycoplasma arthritidis mitogen) est un super-antigéne capable de stimuler
les lymphocytes utilisant les genes VB des familles VB3 et VB17. Ce super-antigene est
aussi capable d’induire chez la souris des manifestations articulaires similaires a la PR
(FRIEDMAN et col., 1991). 1l est probable que d’autres super-antigénes d’origine
bactérienne ou virale, ayant les mémes propriétés, restent a identifier.

L’autre hypothése concerne les antigenes classiques (figure 5 A). Certaines protéines
sont des candidats potentiels 4 la fonction d’antigéne activateur dans la PR : le
collagene I, IX ou XI, les protéoglycanes, les antigénes mycobactériens, les protéines de
choc thermique, la fillagrine, etc.. (CANTAGREL et col., 1995). De nombreux
fragments peptidiques d’agents infectieux ont des similitudes de séquence avec des
antigeénes du soi. La présence de ces agents infectieux pourrait stimuler des clones de
lymphocytes T auto-réactifs, normalement quiescents (principe du mimétisme
moléculaire).

D’autre part au cours du développement lymphocytaire, les lymphocytes fortement
réactifs contre une protéine du soi sont éliminés dans le thymus (sélection négative).
Cependant, des lymphocytes T auto-réactifs peuvent passer a travers cette sélection
négative thymique, notamment lorsqu'ils sont dirigés contre certaines protéines du soi

normalement « cachées » (collagéne, protéoglycanes, etc...). Ces protéines, une fois
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« démasquées », peuvent activer les clones T auto-réactifs (principe de l'antigene

caché).

Cependant aucun de ces antigénes ou super-antigénes n'a pu étre formellement retenu

dans ce role.

Figure 5: Reconnaissance par le récepteur du lymphocyte T (TCR) de I'antigéne ou du

super-antigene.
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A - Inferaction entre le récepteur de o cellule T (TCR)
et le complexe molécule de classe Il du complexe majeur
dhistocompatibilité/peptide. B - Interaction entre le récepteur de la ce:lh:u'e i
la molécule du complexe majeur d'histocompatibilité et un super-anfigene
(CPA : cellule présentatrice d'antigéne ; CDR : région hyper-variable,
ou complementary determining region ,
CMH : complexe majeur d'histocompatibilité).

C’est dans le sang que GORONZY et col. (1994) situent les événements les plus précoces
de la PR. En effet, ils ont identifié des clonotypes fréquents au sein des cellules T CD4+
de patients souffrant de PR depuis moins de 6 mois. Ces clonotypes sont rares dans le
liquide articulaire et sont absents chez des sujets témoins. Cette activation dans le sang
pourrait rendre compte du phénotype « mémoire » CD45R0 des lymphocytes T dans la
synoviale. Il serait en fait possible que l’élément initial soit une activation des
lymphocytes T dans le sang par un super-antigéne, suivie d'une sélection et d’une
prolifération clonale. Ces clonotypes se développeraient dans le tissu synovial. Apres
plusieurs mois ou années, d’autres clones T seraient activés sous linfluence de

protéines du soi, libérées sous I'action des premiers événements lésionnels,



53

entretenant l'activation des cellules T par lintermédiaire de certains épitopes

cryptiques vis a vis desquels la tolérance n’a pas été acquise (figure 6).

Différentes étapes de l'activation Manifestations

des lymphocytes T au cours de la PR cliniques
1 Activation polyclonale « incubation »

sous l'influence d"un super-antigéne (délai entre élément déclenchant

dans le sang et premiéres arthralgies)
2 Sélection de clonotypes CD4+
au sein des lymphocytes T
précédemment activés. v
et Arthralgies

Passage tissulaire des
premiers clonotypes.

3 Persistance de clonotypes CD4+ %
dans le sang du patient Polyarthrite
débutante

Développement de clonotypes
dans le tissu synovial.

}

4 Persistance des clonotypes CD4+
avec une fréquence moindre. v
Arthrite
Activation locale persistante
de nouveaux clonotypes
sous 'action d’antigénes endogenes

(collagéne, HSP...).

l v

Arrét progressif Lésions
de l'activation des lymphocytes séquellaires
en rapport avec la disparition
des antigénes « stimulants ».

Figure 6: Hypoth&se retragant les différentes étapes de la stimulation
spécifique (engageant le TCR) des cellules T au cours de 1I’évolution

de la maladie.
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2 - ROLE DES MACROPHAGES ET FIBROBLASTES SYNOVIAUX

FIRESTEIN et col. (1990) remettent en question le role principal et initiateur du
lymphocyte T dans la physiopathogénie de la PR. En effet, dans la synoviale
rhumatoide, 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 trés faible quantité (IL-2, IL-3, IL-4 et IFN-Y). 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-a et IL-6) sont produites par ces cellules.
Dans larthrite 2 I’adjuvant complet de Freund, les synoviocytes sont activés et
expriment des molécules HLA de classe Il avant le début de l'arthrite et surtout avant
I'afflux de cellules mononucléées dans la membrane synoviale (LOPEZ-BOTE et col.,

1988).

a - Fibroblastes synoviaux

Les fibroblastes synoviaux expriment des proto-oncogenes et autres facteurs de
transcription, comme c-fos, jun-B, c-myc, myb et Ras. Ces genes (immediate-early
response genes) sont induits par différents stimuli et sont des marqueurs d’activation
cellulaire, dont la finalité est la prolifération et sécrétion cellulaires. Ils sont par contre
exprimés de fagon beaucoup moins importante dans les fibroblastes synoviaux
d’arthrose (KINNE et col., 1995). Les anomalies morphologiques des fibroblastes
synoviaux et 'expression massive de proto-oncogenes pourraient correspondre a une
transformation pseudo-tumorale de ces cellules, bien que le taux de prolifération
cellulaire soit faible.

D’autre part, ces cellules produisent in vitro, apres stimulation par I'IL-1 ou le TNF-c,
de nombreuses enzymes protéolytiques de type métalloprotéinases, cystéine et sérine
protéases, impliquées dans la dégradation du cartilage articulaire.

L’induction d’érosions du cartilage par greffe de fibroblastes synoviaux chez la souris
SCID, déficiente en lymphocytes T et B, indique également que ces cellules jouent un
role primordial dans le développement de l'arthrite et qu’elles sont capables d’induire

une arthrite sans intervention des lymphocytes (SACK et col., 1994).
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b - Les macrophages synoviaux

Le systéme 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 col., 1995).
D’autre part, les macrophages de I'intima et de la sous-intima n‘ont pas exactement le
méme phénotype. Il existe notamment une absence ou une diminution d’expression
de CD25 (IL-2R), CD35 (récepteur de C3b) et CD34 2 la surface des macrophages de
I'intima par rapport a ceux de la sous-intima (ATHANASOU et col., 1991). Ceci
pourrait refléter des différences de statut fonctionnel ou de microenvironnement des 2
types cellulaires. Cette modification d’expression des antigénes de surface pourrait
également correspondre a une différenciation des macrophages de la région sous-
intimale en macrophages de la région intimale.

L’ensemble des macrophages synoviaux est également caractérisé par une
augmentation de ’expression de diverses molécules d’adhésion : l'intégrine 2, CD1la,
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 col., 1995).

Dans une étude sur 6 ans en moyenne et portant sur 28 patients atteints de PR,
MULHERIN et col. (1996) ont mis en évidence une corrélation entre le nombre de
macrophages synoviaux et la destruction articulaire radiologique.

Pour FIRESTEIN et col. (1990), il existerait entre macrophages et fibroblastes synoviaux
un systéme paracrine/autocrine complexe. En effet, les macrophages sont capables de
libérer de I'IL-1 et du TNF-o qui stimulent la prolifération des fibroblastes et

augmentent la production d'IL-6 et de GM-CSF. Le GM-CSF peut stimuler la synthese
d’IL-1 et augmenter 'expression des molécules HLA de classe I sur les macrophages.
Le TNF-c peut agir en synergie avec le GM-CSF. La production locale de cytokines
pourrait avoir un impact sur les cellules T et contribuer 2 leur faible degré d’activation.
L’activation des cellules B et la production de facteurs rhumatoides pourraient étre le
résultat de mécanismes indépendants des cellules T.

La destruction articulaire est probablement liée 2 la libération de cytokines par les

macrophages et les fibroblastes activés. Ces cellules, beaucoup plus que les lymphocytes
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T, prédominent a la jonction synoviale/ cartilage out débutent les érosions. La
libération d'TL-1 et de TNF-a par les macrophages synoviaux stimule la synthese par

les synoviocytes de collagénase, élastase, activateur du plasminogene et

prostaglandines, qui sont les principaux effecteurs de la destruction articulaire.

Les cytokines et en particulier I'IL-1 et le TNF-o, augmentent l'expression de

molécules d’adhésion (ICAM-1, LFA-3, VCAM-1 et E-sélectine) a la surface des cellules
endothéliales et permettent ainsi la migration des cellules T & travers "endothélium
vasculaire vers la synoviale. Les lymphocytes T seraient ainsi de simple
« spectateurs », attirés par le processus inflammatoire, et n’auraient aucun role
initiateur dans la synovite rhumatol de.

La PR pourrait ainsi résulter d’un déréglement local des fonctions des
macrophages et fibroblastes synoviaux, entrainant une hyperproduction de cytokines

et une stimulation aspécifique des lymphocytes T et B (figure 7).

Angiogenesis
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IL-6
GM-CSF
Fihmtgass':: il
—pCollagenase
IL-1 Tpe Prostaglandins
TNF-alpha

Post Capillary Venule ivupoglobuin

Figure 7 : Interaction des cytokines dans la synoviale de polyarthrite rhumatolde
(FIRESTEIN et col., 1990). GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,

SC : synoviocyte, IL : interleukine, TNF : tumor necrosis factor, Mg : monocyte.
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C - CYTOKINES ET POLYARTHRITE RHUMATOIDE

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 I'TL-1 et du TNF-a, 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, libérées par des cellules en réponse a des signaux
spécifiques et influencant la fonction de cellules cibles de facon autocrine ou paracrine.
Leurs effets sont multiples, parfois opposés, parfois synergiques. Elles constituent un

réseau complexe ol l'on peut artificiellement séparer les cytokines « pro-
inflammatoires », telles I'IL-1, le TNF-o. et I'IL-6 et les cytokines «anti-
inflammatoires » telles I'IL-4, I'IL-10 et le TGF-B. Leurs activités sont dues a leur liaison
a des récepteurs spécifiques sur les cellules cibles. Il existe également des protéines

possédant une activité inhibitrice contre I'IL-1 et le TNF-0. (AREND et col., 1995).

1 - LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES

a - L’interleukine-1 (IL-1)

L'IL-1 est produite par les monocytes/macrophages, mais aussi les cellules

endothéliales, les lymphocytes B et les lymphocytes T activés. Elle existe sous 2 formes :
I'IL-1a, protéine essentiellement associée a la cellule, consistant en 159 acides aminés
d’un poids moléculaire de 17,5 kDa et I'IL-1p (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 I'IL-1a a
une activité biologique. Ce n’est pas le cas du précurseur de I'IL-1PB, qui nécessite d'étre
scindé par une enzyme, appelée « IL-1 converting enzyme » (ICE) (DAYER, 1994). Deux
récepteurs distincts de I'IL-1 ont été caractérisés : I'IL-1 RI et I'IL-1 RIL. L'IL-loc et B se

lient aux 2 récepteurs avec des affinité différentes. Le récepteur de type II n’induit
aucun signal intracellulaire, mais fonctionne uniquement comme « récepteur piege »
(decoy receptor). Les domaines extra-cellulaires des récepteurs peuvent étre clivés et
agir comme des inhibiteurs solubles de I'IL-1 (DINARELLO et col., 1994).
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Dans la PR, 'IL-1 a probablement un rdle trés important (figure 8). Des taux éleves d’IL-

1 ont été détectés dans le liquide synovial. Le tissu synovial in vitro produit

spontanément de I'IL-1c et B, associées & une expression importante des ARNm des 2

cytokines. L'IL-1p est présente dans le sang périphérique avec parfois des taux corrélés a
’activité de la maladie (DAYER, 1994).

Les injections intra-articulaires d’'IL-1 chez le rat provoquent une arthrite destructrice.
Les arthrites au collagéne ou larthrite de la souris MRL-lpr sont aggravées par
I’'administration locale ou systémique d’IL-1 (AREND et col., 1995).

L'IL-1 peut exercer différents effets systémiques, incluant fievre, inappétence, synthése
de protéines de la phase aigué.

Dans la synovite rhumatoide, I'IL-1 contribue au chimiotactisme des neutrophiles,
lymphocytes et monocytes, stimule les fonctions des lymphocytes T et B, et augmente
I'expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales. D’autre part, elle
stimule la production de nombreux médiateurs intervenant dans la destruction
articulaire : collagénase, autres protéinases neutres, PGE, et activateur du
plasminogéne. Elle induit également la synthése d'IL-6, d'IL-8 par les fibroblastes et
d’IL-2 par les lymphocytes T (KOCH et col., 1995).

L’inhibiteur spécifique de I'IL-1ct et B est le récepteur antagoniste de I'IL-1 (IL-1Ra). Il se
lie au récepteur de I'IL-1, mais n’est pas capable de déclencher la transduction d’un
signal intracellulaire. Il est essentiellement produit par les monocytes/macrophages.
Des taux élevés d’IL-1Ra ont été détectés dans le liquide synovial de PR. La transfection
in vivo des cellules synoviales de lapin avec 'ADNc de I'IL-IRa prévient
l'inflammation articulaire déclenchée par l'injection intra-articulaire d’IL-1. Une étude
multicentrique de phase II avec I'TL-1Ra recombinant chez 175 patients atteints de PR
montre une amélioration clinique, maintenue sur plusieurs mois par des injections
hebdomadaires (AREND et col., 1995).

b - Le facteur de nécrose tumorale ou tumor necrosis factor (TNF)

Le TNF-a est produit dans la cellule sous la forme d’un pro-peptide de 26 kDa. La
molécule biologiquement active du TNF-a existe en solution sous la forme d'un
trimere possédant des sous-unités d’environ 17 kDa. Il existe également une forme

membranaire du TNF-a (environ 1 a 2%) qui est biologiquement active.
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Le TNF-a. exerce ses activités en se liant a des récepteurs spécifiques, qui sont de 2 types

: un récepteur de 55 kDa (TNF-R55) et un autre de 75 kDa (TNF-R75). La portion extra-

cellulaire des 2 récepteurs peut étre clivée et cette forme soluble de récepteur peut se
lier au TNF-o et inhiber ses activités biologiques (DAYER, 1994).

Le TNF-a, est essentiellement produit par les monocytes/macrophages. Comme I'IL-1,

il stimule la production de collagénase et de PGE2 par les synoviocytes et ’expression
de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales. Il s’agit d'un facteur de
croissance des fibroblastes. De plus, il induit la production d’autres cytokines comme

I'IL-6 et 'IL-8 par les synoviocytes. Pour illustrer la complexité du réseau des cytokines,
la production de TNF-o est stimulée par I'TFN-y et I'TL-1 et la production d’IL-1 par les
cellules synoviales en culture est réduite aprés incubation avec des anticorps anti-TNF-
o (KOCH et col., 1995) (figure 8).

De nombreux arguments plaident pour une participation importante du TNEF-o dans
la PR. En effet, des concentrations élevées de TNF-a ont été détectées dans le sérum et
le liquide synovial de PR. Les études immunohistochimiques ont mis en évidence la
présence de TNF-o 2 la jonction pannus synovial/cartilage, alors qu’il est indétectable
dans la membrane synoviale de sujets sains (KOCH et col., 1995). Les taux sériques et
synoviaux de TNF-a sont corrélés aux criteres cliniques et biologiques d’activité de la
PR (EMILIE et col., 1995 a).

L’arthrite au collagéne de la souris est aggravée par l'injection de TNF-a et améliorée
par les anticorps anti-TNF-o. administrés avant le début de la maladie. Les souris

transgéniques surexprimant le TNF-o. développent une arthrite avec destruction
articulaire (KOCH et col., 1995). Chez 'homme, des études récentes ont montré
l'efficacité d’un anticorps monoclonal chimérique anti-TNF-o dans la PR, avec 30 a

50% de réponse positive en fonction des doses utilisées (COMBE et col., 1995).

¢ - I’interleukine-6 (IL-6)

1/IL-6 est une cytokine de 26 kDa produite par les monocytes, les lymphocytes T et les
fibroblastes. Son action principale est la stimulation de la synthese des protéines de la

phase aigué par les hépatocytes. Elle induit également la différentiation des
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lymphocytes B et des cellules myélomonocytaires, et 'activation des cellules T. Elle
augmente la production de protéases induites par I'IL-1 (KOCH et col., 1995) (figure 8).
La production d'IL-6 par les synoviocytes en culture est augmentée apres stimulation
par I'IL-1 et le TNF-o (EMILIE et col., 1995 a).

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'TL-6 sont corrélés aux critéres cliniques

et biologiques d’activité de la maladie (KOCH et col., 1995).

d - 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 a I'IL-1 et au TNF-ca. L'IL-8 aurait également des
propriétés d'induction de l’angiogénese.

L’injection intra-articulaire d’IL-8 chez le lapin est responsable d’une inflammation
articulaire intense (KOCH et col., 1995).

2 - LES CYTOKINES D’ORIGINE LYMPHOCYTAIRE

L’une des acquisitions récentes et importantes de I'immunologie a été l'identification
de sous-populations lymphocytaires T CD4+ fonctionnellement distinctes, car
exprimant aprés stimulation un profil de cytokines oppose.

La premiére sous-population, dite TH-1 pour T helper de type 1, est définie par sa
capacité a produire de I'TFN-y et de I'IL-2. La seconde sous-population, dite TH-2,
produit principalement de I'[L-4, de I'IL-5, de I'TL-10 et de I'TL-13.

L’IFN-y ayant pour action prépondérante de stimuler diverses fonctions
macrophagiques, les lymphocytes TH-1 occupent un role central dans les réactions
immunitaires a médiation cellulaire. L'TL-4, I'IL-5, I'TL-10 et I'IL-13 participent a
I'activation des cellules B et stimulent la synthese d’immunoglobulines E et G1.

Il existe une régulation réciproque des TH-1 et des TH-2, car I'IFN-y inhibe la
production d'IL4 et d'IL-10, tandis que I'IL-4, I'IL-13 et surtout I'IL-10 inhibent la
prolifération des lymphocytes TH-1 et s’opposent aux effets de I'IFN-y sur les
macrophages (LIBLAU et col., 1995).
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Cette dichotomie des lymphocytes T CD4+ a été mise en évidence chez la souris et a
partir de clones lymphocytaires T. La situation in vivo chez 'homme est moins
tranchée. L’expression de cytokines d’origine lymphocytaire T au cours de la PR a été
difficile 2 mettre en évidence. Cela s'explique par le faible niveau de production
habituel de ces cytokines par rapport aux cytokines pro-inflammatoires. Cependant, il
apparait maintenant que le profil lymphocytaire T de la PR est plutot orienté dans un

sens TH-1. En effet, la plupart des clones obtenus par expansion de lymphocytes T
synoviaux produisent de I'TFN-y et seule une minorité produit de I'[L-4 (EMILIE et col.,
1995 a). Les techniques de RT-PCR et d’hybridation in situ ont permis de metire en

évidence une production d’IFN-y par la synoviale rhumatoide. D’autre part, I'IFN-y

stimule la production des cytokines « pro-inflammatoires »: IL-1B, TNF-o et IL-6. En
retour, les cellules productrices des cytokines « pro-inflammatoires » sont capables
d’activer les lymphocytes TH-1. L'IFEN-y, le TNF-a et I'IL-1f agissent en synergie pour
induire l’expression de molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales, pour
stimuler la production de cytokines ayant une activité chémo-attractante, comme I'IL-8
et la MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) (EMILIE et col., 1995 a).

En ce qui concerne les cytokines produites par les lymphocytes TH-2, I'IL-4 est présente
A des taux faibles dans le liquide synovial de PR. L’IL-10 a été mise en évidence dans la
synoviale rhumatoide. Elle est aussi produite par les cellules circulantes des patients.
Elle a pour origine & la fois les lymphocytes T, B et les macrophages. Avec I'IL-4, elle
inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les
synoviocytes en culture (SUGIYAMA et col., 1995). Elle diminue l'expression des

molécules HLA de classe II des macrophages. Elle inhibe la prolifération des

lymphocytes T helper et leur production d’IFN-y. La neutralisation de I'effet de I'TL-10

entraine une augmentation importante de la production in vitro de TNF-a et d'IL-1B
par les synoviocytes rhumatoides (EMILIE et col., 1995 b). L'IL-4 et surtout I'IL-10
préviennent in vitro la dégradation du cartilage par les cellules mononucléées du sang
périphérique et du liquide synovial de PR (VAN ROON et col., 1996).

Les taux d'IL-13 dans le liquide articulaire de PR sont plus élevés que ceux de I'IL-4 et
de I'IL-10. L'IL-13 diminue la production d'IL-1p et de TNF-a, ainsi que ’expression de

CD16 et CD64 des macrophages du liquide synovial (ISOMAKI et col., 1996).
Il apparait donc que ces 3 cytokines de type TH-2, IL-4, IL-10 et IL-13, occupent une place

importante dans la régulation négative de I'inflammation au cours de la PR (figure 8).
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Figure 8: Représentation schématique de certains aspects de la cascade des

cytokines (DAYER, 1994). Lymphocyte (L), macrophage (M) et synoviocyte,
interleukine (IL), transforming growth factor-g (TGE-B), granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), tumor necrosis factor-o

(TNF-a), récepteur soluble de I'IL-1 de type I et II (IL-1sRI et IL-1sRII),

antagoniste du récepteur a I'IL-1 (IL-1Ra), récepteurs solubles du TNF de 55 et
75 kDa (TNFsR55 et TNFsR75), inhibiteurs des métalloprotéinases (TIMP).

3 - LES FACTEURS DE CROISSANCE

Le TGF-§ (transforming growth factor-B) est une cytokine de 25 kDa, dont les

effets sont complexes. Le TGF-§ est un stimulateur de I'angiogénese et de la croissance

des fibroblastes. Il est sécrété sous forme latente et peut étre activé in vivo par la

chaleur, I'acidification ou certaines protéases (KOCH et col., 1995). Les 2 formes de TGE-
B, latente et active, ont été mises en évidence dans le liquide synovial de PR. Les études
immunohistochimiques ont montré qu’il se localisait dans I'intima de la synoviale
rhumatolde et ala jonction pannus/ cartilage. Le TGF-B inhibe 1'activité IL-1 du liquide

synovial de PR et la prolifération des lymphocytes T CD4+. Il entraine un recrutement
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des neutrophiles et une inflammation, lorsqu'il est injecté dans les articulations du rat
et paradoxalement supprime l'arthrite induite par les parois streptococciques chez le
rat. Globalement, il semble stimuler la synthese et inhiber la dégradation de la matrice
extra-cellulaire du cartilage (BRENNAN et col., 1995).

Le PDGF (platelet derived growth factor) a été détecté dans le liquide synovial de PR.
L’immunomarquage du PDGF est plus important sur les macrophages synoviaux de
PR que d’arthrose. Il a une action mitogene puissante sur les fibroblastes synoviaux et a
donc été impliqué dans la prolifération synoviale exubérante de la PR (KOCH et col.,
1995).

Le GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) est un facteur de
croissance hématopoiétique. Le GM-CSF a été détecté dans le liquide synovial de PR
(BELL et col., 1995). Les macrophages synoviaux produisent du GM-CSF de fagon
constitutive, ce qui n’est pas le cas des fibroblastes synoviaux. L'IL-1 et le TNF-a sont
capables d’induire la sécrétion de GM-CSF par les fibroblastes synoviaux, mais aussi les
chondrocytes en culture. Parmi ses activités biologiques, le GM-CSF a des propriétés
chimiotactiques sur les monocytes et stimule I’expression des molécules HLA de classe
II sur les macrophages. Ainsi, le GM-CSF libéré par les chondrocytes, sous l’influence
de I'TL-1 et du TNF-, pourrait jouer un réle chimiotactique important en attirant les

macrophages 2 la jonction pannus synovial/cartilage et en regard des lésions
destructrices (KOCH et col., 1995; ALSALAMEH et col., 1994).

D - GENETIOUE DE LA POLYARTHRITE RHUMATQIDE.

La PR est une maladie multifactorielle, au cours de laquelle le processus pathologique
conduisant a la maladie est la conséquence de la combinaison spécifique de 3 éléments:
une susceptibilité génétique de l'individu prédisposé, des facteurs d’environnement
propices et une réponse immunitaire anormale. Le composant génétique n’intervient
au maximum que pour 30% dans le risque global de développer la maladie. Plusieurs
études ont permis I'analyse des génes candidats, c’est-a-dire des génes dont la fonction a
un rapport direct avec la physiopathologie de la maladie: composant HLA et genes du

récepteur des lymphocytes T.
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1 - RISQUE GENETIQUE DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET COMPOSANT
HLA

La premiere phase de la réponse immunitaire est caractérisée par la reconnaissance par
les récepteurs (TCR) des lymphocytes T CD4 du peptide antigénique présenté par les
molécules HLA de classe Il présentes sur les macrophages et les cellules dendritiques.
Ce complexe trimoléculaire HLA II/peptide/TCR forme le véritable « pivot» de la
réponse immunitaire. Le systtme HLA II pourrait ainsi tenir une place
particulierement importante dans le processus d’auto-immunisation conduisant a la
maladie.

I existe en effet une association génétique entre la PR et les alleles HLA-DR4 et/ou
DR1 (DR1*0401, DRB1*0404, DRB1*0405, DRB1*01) puisque plus de 85% des patients
sont porteurs de ces alleles contre 23% des sujets témoins, donnant un risque relatif de
15 (ELIAOU et col., 1995). Ceci a été confirmé dans les études familiales. I existe en effet
pour les familles concernées une transmission non indépendante entre la maladie et
les genes du systeme HLA. Le risque qu'un germain d'un malade soit lui-méme atteint
peut étre 10 & 15 fois supérieur au risque de la population générale, variant en fonction
du nombre de génes HLA-DR en commun avec le malade.

De nombreuses études s’accordent pour montrer qu’il existe une association étroite
entre les alldles HLA-DR de susceptibilité et les formes classiques et/ou séveres de la
maladie. Cette association est par contre beaucoup plus faible, voire absente, dans les
formes modérées ou régressives. De plus, au sein d’un groupe de PR avérées, le poids
de chacun des alltles DRB n’est pas le méme. Ainsi, l'allele DRB1*0401 est
pratiquement constamment associé aux formes de PR agressives et facteurs
rhumatoides positives, ainsi qu’aux formes avec manifestations extra-articulaires. Les
alleles DRB1#0404 et DRB1*01 sont plutot présents chez les patients atteints de PR avec
absence de facteurs rhumatoides, généralement moins graves. Il existerait méme une
sorte « d’effet dose » des all2les 2 risque, oit la présence de 2 de ces alleles aurait un
pronostic  péjoratif.  Ainsi, les  génotypes  DRB1*0401/DRB1*0401 et
DRB1*0401/DRB1*0404 ont été retrouvés associés aux formes graves de PR, leur
fréquence dans les formes bénignes étant identique aux témoins (WORDSWORTH et
col., 1992).

D’un point de vue clinique, I'intérét des genes HLA-DR apparait donc plus pronostique

que diagnostique.
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Les différents alleles A risque partagent des séquences d’acides aminés identiques
(QKRAA) entre les positions 70-74 de la 3™ région hypervariable du domaine NH-2
terminal. Plusieurs hypotheses ont été proposées. Cette région et le motif QKRAA en
particulier seraient impliqués dans la présentation des peptides antigéniques aux TCR.
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 et col., 1995). HLA
DR1 et DR4 avec leur séquences QKRAA pourraient également intervenir dans la
sélection thymique, en influencant la sélection des lymphocytes T (BLACKMAN et
col., 1990). Un autre phénomene pourrait expliquer lassociation PR/HLA-DR, lié a la
variation du niveau d’expression des molécules HLA-DR secondaire au

polymorphisme des régions régulatrices.

2- POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET GENES DU RECEPTEUR DES LYMPHOCYTES
T (TCR).,

La trés grande majorité des lymphocytes T expriment a leur surface un récepteur (TCR)
hétérodimérique formé d’une chaine o et d’une chaine f. Le répertoire potentiel des
lymphocytes T est de 10" & 107 spécificités, correspondant au nombre théorique de
combinaisons possibles des génes variables (V)a et B du TCR. Il est en réalité beaucoup

plus restreint.

Dans la PR, les lymphocytes T synoviaux et du sang périphérique expriment

1’ensemble des génes VP. Néanmoins, une surexpression de certaines familles de
genes VB par les lymphocytes T de la synoviale par rapport a ceux du sang circulant a

pu étre mise en évidence: VB14 ; VB3, 14 et 17 ; VB6 et 15; VB2 et 6 selon les études
(ELIAOU et col., 1995 ; CANTAGREL et col., 1995). Pour expliquer ces résultats, deux
hypotheses peuvent étre formulées. Soit, un nombre restreint de lymphocytes T est
sélectionné et activé par un antigéne arthritogéne hypothétique, ces lymphocytes T
étant alors responsables des lésions observées dans la PR. Soit, l'activation des
lymphocytes T pathogénes est due a l'effet d’un super-antigene. L’absence de biais
d’expression des genes Vo des lymphocytes T synoviaux, notée par la majorité des

auteurs, est en faveur de cette derniére hypothese.
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I11- M-CSF ET POLYARTHRITE RHUMATOIDE.

La destruction des articulations chez les patients atteints de PR est secondaire a la
prolifération pathologique de la membrane synoviale et a la formation du pannus
synovial. Les macrophages jouent un role important, car ce sont les sources
prépondérantes des effecteurs de la destruction articulaire. Le M-CSF étant un facteur
de croissance et d’activation des monocytes/macrophages, il est possible d’imaginer
qu’il intervienne dans la physiopathogénie de la PR. Ainsi, quelques études ont été
réalisées in vivo dans le liquide synovial de PR et surtout in vitro dans les cultures de

synoviocytes.

A- ETUDES IN VIVO.

La premiere étude de WILLIAMSON et col. (1988) concernait la détection d’une activité
stimulant la croissance de colonies hématopoiétiques (activité CSF) dans le liquide
synovial de 14 patients, dont 7 atteints de PR, 2 de rhumatisme psoriasique, 1 de
monoarthrite, 2 d’arthrose et 2 de pathologies traumatiques. Sept échantillons de
liquide synovial sur 14 stimulaient la croissance des colonies hématopoiétiques
humaines aprés 14 jours d’incubation, ainsi que la croissance de colonies murines. Six
des 7 échantillons provenaient d’arthropathies inflammatoires (PR ou rhumatisme
psoriasique). Le développement de colonies éosinophiles et les proportions relatives
de colonies de granulocytes-macrophages dans les cultures de moelle osseuse humaine
suggéraient la présence de GM-CSF. La stimulation de la formation de colonies
murines avec une prédominance de monocytes/macrophages plaidait pour la présence
de M-CSF et 'induction de la différenciation des cellules leucémiques WEHI-3B (D+)
pour la présence de G-CSF. Ces résultats suggéraient donc la présence de divers CSFs
dans le liquide synovial des arthropathies inflammatoires.

FIRESTEIN ef col. (1988) ont confirmé ces résultats, en montrant que le liquide
synovial de PR et les surnageants de culture de synoviocytes rhumatoides contenaient
une activité stimulant la formation de colonies hématopoiétiques murines (4 liquides
synoviaux sur 5, 5 surnageants de culture sur 5). La majorité de cette activité était lice
au M-CSF car elle était neutralisée par des anticorps spécifiques du M-CSF et les
colonies étaient formées essentiellement de macrophages. D'autre part, la présence de

M-CSF a été mise en évidence par technique RIA dans les 2 liquides synoviaux et les 2



69

surnageants de culture testés. Les ARNm du M-CSF ont été détectés par la technique de
protection contre la ribonucléase dans 4 échantillons de cellules synoviales sur 5.
SMITH et col. (1990) ont étudié le liquide synovial de patients atteints d’arthrose, de
polyarthrite rhumatoide et d’arthrite septique. Une activité stimulant la formation de
colonies hématopoiétiques murines a été détectée dans 54% des arthroses (7 liquides
synoviaux sur 13), dans 67% des PR (8 sur 12) et dans 100% des arthrites septiques (5 sur
5). Les cellules formant des colonies avaient en grande majorité une morphologie
macrophagique. Le nombre de colonies formées était significativement plus élevé
pour le liquide synovial des arthrites septiques comparé a celui des PR et pour le
liquide synovial des PR comparé 2 celui des arthroses. Le nombre de colonies était
corrélé au nombre de leucocytes dans le liquide synovial. Les études d’inhibition avec
des antisérums monospécifiques anti-M-CSF, anti-GM-CSF et anti-G-CSF montraient
que l'activité de stimulation de la formation de colonies était liée essentiellement au
M-CSF.

D’autre part dans arthrite du rat induite par le streptocoque agalactiae, le traitement

par M-CSF entraine une exacerbation de l'arthrite (ABD et col., 1991).
B - ETUDE VITR

YAMAMOTO et col. (1991) ont étudié les effets du M-CSF et du GM-CSF sur la
prolifération des cellules synoviales d’arthrose en culture. Dans ce systeme de culture,
les macrophages (synoviocytes de type A) représentent 30% des cellules au premier
passage, puis moins de 5% des cellules au cours des passages ultérieurs. Le M-CSF
recombinant humain ne stimule pas la prolifération des cellules synoviales mesurée
par incorporation de thymidine tritiée, quel que soit le passage étudié. Par contre, le
GM-CSF induit une prolifération des synoviocytes fibroblastiques (type B), qui est
potentialisée par I'addition d’indométacine, un inhibiteur de la syntheése de PGE,. Le
M-CSF et le GM-CSF n’augmentent pas la production d'IL-1B. L’absence d’action du M-
CSF et du GM-CSF sur les macrophages synoviaux est difficile a expliquer. Les auteurs
concluent qu‘il manque probablement, dans ce systéme de culture, un facteur essentiel
a la survie des macrophages et a leur capacité de réponse au M-CSF et au GM-CSF.
D’autre part, les expériences ont été réalisées sur des synoviocytes d’arthrose et les

résultats sont difficilement transposables & la physiopathogénie de la PR.
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HAMILTON et col. (1993 ¢) ont étudié la régulation du M-CSF dans les cellules
synoviales en culture, recueillies également chez des patients non atteints de PR. La

production de M-CSF, mesurée par technique RIA, est constitutive, alors que le G-CSF

et le GM-CSF ne sont pas détectables. L'IL-1a: et le TNF-o augmentent le taux de M-
CSF. La production de G-CSF et de GM-CSF est stimulée par I'IL-la de fagon plus
intense que par le TNF-o. Les synoviocytes non stimulés expriment 'ARNm du M-

CSF et les taux d’ARNm sont augmentés en présence d’IL-lo. ou de TNF-o.
L’indométacine, un inhibiteur des cyclooxygénases, augmente ’expression de I’ARNm
et la production de M-CSF induite par I'IL-lo. L’addition de PGE2 exogéne dans les
cultures inhibe cet effet, suggérant un role régulateur négatif de PGE2 sur la production

de M-CSF. La dexaméthasone augmente la production basale de M-CSF des

synoviocytes et n’a pas d’effet sur cette production stimulée par I'IL-la. Les résultats
sont identiques avec le TNF-a. L’acide rétinoique augmente globalement la synthese

de M-CSF des cellules stimulées ou non par I'IL-lca. L'IFN-y et I'IL-4 augmentent la
production de M-CSF et non celle du G-CSF ou du GM-CSF.

SEITZ et col. (1994) ont confirmé le caractere constitutif de la synthése de M-CSF dans
les synoviocytes d’arthrose et de PR en culture. Les synoviocytes de PR ont une
production de M-CSF plus élevée que ceux d’arthrose. les autres cytokines, GM-CSF, IL-
8 et IL-6 ne sont pas détectables. L'IL-1P est responsable d'une augmentation du taux
d’ARNm et de protéine M-CSF, GM-CSF, IL-8 et IL-6 dans les 2 types cellulaires. Parmi
les ARNm, seul celui du M-CSF a une stabilité importante, supérieure a 8 heures, dans
les cellules stimulées ou non par I'IL-1f. ces résultats suggeérent un réle important du

M-CSF dans l'afflux, la survie et 'activation a long terme des macrophages au sein de

la synovite rhumatoide et dans la chronicité des lésions inflammatoires.

Globalement, les études in vivo suggerent l'intervention de divers CSFs (M-, G- et
GM-CSF) dans les arthropathies inflammatoires. Le M-CSF, en particulier, semble plus
élevé dans le liquide synovial de PR que d’arthrose. Cependant, les études n’ont été
réalisées que dans le liquide synovial et les techniques utilisées n’étaient pas

spécifiques, ni quantitatives.
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Les objectifs de notre étude étaient donc d’obtenir un dosage quantitatif du M-CSF dans
le sérum et le liquide synovial de patients atteints de PR et de comparer les résultats
obtenus a ceux d’une population de patients souffrant d’arthrose symptomatique. En
effet, le M-CSF étant un facteur de régulation et d’activation des macrophages, il
pourrait par cet intermédiaire jouer un role important dans la physiopathogénie de la
PR.

Si le M-CSF s’avérait étre plus élevé dans la PR, il devenait alors intéressant de
rechercher d’éventuelles corrélations entre le taux de M-CSF et les criteres cliniques et

biologiques d’activité de la PR.
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I- PATIENTS

Dans l’étude ont été inclus 56 patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR), dont 10
de facon rétrospective et 46 de fagon prospective sur 2 ans. Il s’agissait dans tous les cas
d’une PR répondant aux criteres de 'ACR 1987 (American college of Rheumatology
1987) (ARNETT et col. , 1988) (voir annexes).
Les criteres d’inclusion étaient les suivants :

- un age compris entre 18 et 80 ans,

- une PR active définie par la présence d’au moins 3 critéres parmi les 4 suivants :
(1) au moins 3 articulations tuméfiées, (2) au moins 6 articulations douloureuses, (3)
raideur matinale = 45 minutes, (4) VS 2 28 mm a la premiere heure.
Les critéres d’exclusion étaient représentés par la présence de pathologies néoplasiques
ou infectieuses associées et la présence d’une insuffisance rénale, pouvant influencer
les concentrations de M-CSF.
La population de PR n’a pas été ciblée. En effet, les patients ont été recrutés en fonction
des criteres d’inclusion ci-dessus, sans tenir compte de I’ancienneté de la maladie, de sa

gravité ou du traitement administré.
Les critéres démographiques et cliniques recueillis ont été les suivants :

- I'age et le sexe (1 = masculin, 2 = féminin),

- la durée de la maladie (en années),

- la raideur matinale (en heures),

- le nombre de réveils nocturnes,

- le nombre d’articulations tuméfiées,

- le score de RITCHIE (voir annexes),

- I'indice fonctionnel de LEE (voir annexes),

- le score de la douleur évalué sur une échelle visuelle analogique (voir
annexes),

- la présence de manifestations extra-articulaires (0 = absence, 1 = présence),

- la présence d’érosions osseuses (0 = absence, 1 = présence).

Le ou les traitements pris au moment des prélévements pour dosage de M-CSF ont été

enregistrés pour chaque patient (anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) = 1,
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corticoides = 2, méthotrexate = 3, sels d’or = 4, ciclosporine = 5, autres traitements de
fond [salazopyrine, acadione, trolovol, plaquénil] = 6, méthotrexate + corticoides = 7,
méthotrexate + AINS = 8, sels d’or + corticoides = 9, autres traitements de fond +
corticoides = 10, autres traitements de fond + AINS = 11, ciclosporine + corticoides =
12).

La population témoin est composée de sujets sains du centre de transfusion sanguine
(CTS) (59 hommes de moins de 60 ans) et de patients atteints d"une arthrose de la (des)
hanche(s) et/ou du (des) genoux symptomatique. Un groupe témoin « arthrose »,
composé de 30 patients, a permis de comparer les concentrations de M-CSF dans les

pathologies articulaires inflammatoires et dégénératives.

Les criteres d’inclusion du groupe « arthrose » étaient les suivants :
- un 4ge compris entre 18 et 80 ans,
- une atteinte douloureuse de la (des) hanche(s) et/ou du (des) genoux,
- des criteres radiologiques de coxarthrose ou de gonarthrose de grade 2 a 4 dans
la classification de KELLGREN et LAWRENCE (1975) (voir annexes).

Les criteres d’exclusion étaient identiques a ceux du groupe « PR ».

Les criteres démographiques et cliniques recueillis ont été les suivants :
- 'age et le sexe (1 = masculin, 2 = féminin),
- la durée de la maladie (en années),
- le ou les articulations douloureuses,
- I'indice algo-fonctionnel de LEQUESNE (voir annexes),
- le score de la douleur évalué sur une échelle visuelle analogique (voir

annexes).

Les patients traités par anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été notés (1 =
prise d’AINS, 0 = pas de traitement AINS).
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IT - MATERIELS ET METHODES

A - DONNEES DE LA BIOLOGIE STANDARD

Pour chaque patient, les critéres biologiques suivants ont été mesurés :

- la vitesse de sédimentation (VS) en mm a la premiére heure,

- la protéine C réactive (CRP) en mg/l,

- le taux d’hématies (nombre/mm?®) et le taux d’hémoglobine (g/dl),

- le taux de leucocytes, de lymphocytes et de monocytes (nombre/ mm?),

- le taux de plaquettes (nombre/mm?).
La positivité ou la négativité des facteurs rhumatoides (Latex dosé par méthode
néphélémétrique et Waaler-Rose par hémagglutination en microplaque) a été

recherchée pour tous les patients atteints de PR (0 = négatif, 1 = positif).

B - DOSAGE DU M-CSF DANS LE SERUM ET LE LIQUIDE ARTICULAIRE PAR
METHODE IMMUNQ-ENZYMATIQUE

Le sang a été recueilli sur tube hépariné pour chaque patient (PR et arthrose), puis
centrifugé a 1500 tours/minute afin de prélever le plasma. Ce dernier a été congelé a

- 70°C jusqu’au dosage du M-CSF. Le liquide synovial a été prélevé, quand cela a été
possible (PR et arthrose), sur tube sec stérile, puis centrifugé a 1500 tours/minute. Le
surnageant a été prélevé et congelé a - 70°C jusqu'au dosage du M-CSF. Aucun des
patients n’avait requ de corticoides intra-articulaires dans les 3 derniers mois.

La technique réalisée pour la détermination de la concentration du M-CSF est une
technique EIA (enzymo-immunoassay) sandwich utilisant des anticorps polyclonaux
de lapin (FIXE et col. , 1996). Les différentes étapes, schématisées figure 9, sont les

suivantes :

1-IMMUNISATION DES LAPINS

L’immunisation des lapins se fait par voie intra-ganglionnaire selon un protocole mis
au point dans le laboratoire (PRALORAN et col. , 1990 b). La premire injection (10 pg)
de M-CSF recombinant humain (Dr P. Ralph, Cetus Corporation, Emeryville, CA)
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Figure 9 : Représentation schématique de la réalisation du test EIA
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dans l'adjuvant complet de Freund et les rappels sont réalisés a 3 semaines
d’intervalle. Les lapins sont saignés de fagon hebdomadaire et le sérum ainsi récupéré

est congelé a - 20°C.

2 - PURIFICATION ET BIOTINYLATION DES ANTICORPS POLYCLONAUX

Le titre de I'anti-sérum anti-M-CSF a été mesuré par sa capacité a précipiter 30% de M-
CSF marqué a l'lode 125 (COUPEY et col. , 1993). Les immunoglobulines ont été
purifiées par précipitation a l'acide caprylique, puis au sulfate d’ammonium
(STEINBUCH et col. , 1969 ; MACKINNEY et col. , 1987). Aprés purification, les
immunoglobulines sont couplées de facon covalente a la biotine, sous sa forme N-
hydroxysuccinimide ester (NHS-biotine), selon le procédé suivant : les

immunoglobulines sont dialysées 3 fois & 4°C contre du tampon carbonate-bicarbonate
0,1M PH 9,6. Leur concentration est ajustée a 2 mg/ml avec le méme tampon. Dix pl de

NHS-biotine 0,1M dans du DMSO (diméthylsulfoxide) sont ajoutés par ml de solution
d’immunoglobulines. Le mélange est incubé 1 heure a 20°C et dialysé 3 fois contre du
tampon TBS (Tris Base 10 mM, NaCl 150 mM PH 7,4) a 4°C. La concentration de la
solution d’anticorps biotinylés est ajustée a 1 mg/ml avec du tampon TBS et la

solution est congelée a - 20°C.

3 -REALISATION DE L'EIA

a - Fixation des premiers anticorps en fond de plaque et saturation

Les anticorps polyclonaux de lapin sont dilués dans du tampon carbonate-bicarbonate
0,1M PH 9,6 a la concentration de 10 pg/ml. Cette solution est distribuée dans une
plaque 96 puits (100 pl par puits). La plaque est alors placée a 4°C pendant 24 heures.
Puis elle est lavée 3 fois avec du tampon de lavage (TBS contenant 0,1% de Tween 20 et

0,2% d’albumine sérique bovine [BSA] ). La saturation des sites de liaison non

spécifique est réalisée en ajoutant 200 pl par puits de solution de BSA a 5% dans du
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TBS pendant 4 heures a 37°C. La plaque est 2 nouveau lavée 3 fois avec du tampon de

lavage et stockée a 4°C jusqu’a son utilisation.

b - Réaction immunologique

La plaque est lavée 3 fois avec le tampon de lavage. Une gamme étalon est réalisée par
dilution du M-CSF standard (préparation spécifique de M-CSF & 60.000 UI/ml, NIBSC,
UK), dans du TBS avec 0,05% de Tween 20 et 0,2% de BSA (tampon de dilution). Dans

chaque puits correspondant, sont distribués 100 pl des dilutions standards (en
triplicate) et 100 pl de chaque échantillon 2 tester (dilué dans le tampon de dilution).

Des puits blancs sont réalisés avec uniquement le tampon de dilution. Aprés 24 heures

d’incubation a 4°C, la plaque est lavée 3 fois avec le tampon de lavage.

Les immunoglobulines biotinylées 2 la concentration de 1 ug/ml sont réparties dans

tous les puits (100 ul par puits). La plaque est alors placée a 4°C pendant une nuit. Les
puits sont lavés 3 fois avec le tampon de lavage, puis incubés pendant 1 heure a 37°C

avec 100 pl de solution de phosphatase alcaline streptavidine (1 pg/ml dans du TBS).

La plaque est 2 nouveau lavée 3 fois dans du tampon de lavage et 100 pl de substrat
phosphatase (para-nitrophényl-phosphate disodium, 4 mg/ml dans une solution
contenant Na,CO, 21 mM, NaHCO, 38 mM, NaCl 150 mM et MgCl, 0,5 mM, PH 9,6)
sont distribués dans chaque puits. Aprés 10 minutes d’incubation a 37°C et a I'abri de la

lumidre ou aprés coloration des puits blancs, la réaction est arrétée en ajoutant 50 pl

par puits de solution NaOH 1M.

La plaque est alors lue dans un spectrophotometre (Titertek Twinreader
spectrophotometer, Eflab, Finlande) a 405 nm de longueur d’onde. L’absorbance

spécifique est calculée par soustraction de I'’absorbance des puits blancs.

La gamme étalon permet d’établir une courbe étalon représentant le logarithme de la
concentration en fonction du logarithme de la densité optique (Figure 10). La portion
linéaire de la courbe permet le calcul de la concentration des échantillons (comprise

entre 8 et 500 UI/ml) en fonction des résultats de densité optique.
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Les résultats sont donnés en UI/ml (correspondant 4 environ 16,6 pg/ml).

Log (DO)

1 T 1 I -
7,81 31,25 125 500 U/mi

Figure 10 : représentation graphique du logarithme de la densité optique (DO) en

fonction du logarithme de la concentration de M-CSF

4 - SENSIBILITE ET SPECIFICITE DU TEST EIA

Le seuil de détection du test, cest a dire la plus petite concentration de M-CSF
significativement différente de la valeur 0 de l’étalon, est de 10 UI/ml. Le test EIA
utilisé a donc une sensibilité équivalente aux tests ELISAs publiés dans la littérature
(HANAMURA et col. , 1988). L’intervalle de détection se situe entre 10 et 500 UI/ml, ce
qui permet l'utilisation de ce test EIA pour la mesure des concentrations de M-CSF
dans la plupart des liquides biologiques.

Afin d’évaluer la spécificité du test EIA, 12 cytokines recombinantes humaines (3
UI/ml d’érythropoiétine, 100 UI/ml de G-CSF et 5 ng/ml d'IL-1B, d'IL-2, d'IL-3, d'IL-6,
d'IL-11, d’IL-13, de CNTF et d’oncostatine M) éventuellement présentes dans les
milieux de culture ou les liquides biologiques humains, ont été testées a la recherche
de réactions croisées (FIXE et col. , 1996). Aucune de ces cytokines n’a été détectée,

permettant de conclure & une bonne spécificité pour le M-CSF de ce test EIA.
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III - ANALYSES STATISTIQUES

Les moyennes des variables quantitatives ont été comparées entre patients atteints de
PR et patients atteints d’arthrose ou en fonction d’autres variables qualitatives par un
test t de Student ou par un test U de Mann-Whitney selon les effectifs. Les moyennes
du M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial ont été comparées par un test de
Wilcoxon sur séries appariées. Un coefficient de corrélation ou un test des rangs de
Spearman a été utilisé pour évaluer la corrélation entre deux variables quantitatives.

Le seuil de significativité choisi pour I'ensemble des analyses était de 0,05.
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I - DONNEES DEMOGRAPHIQUES ET CLINIQUES DES GROUPES
POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET ARTHROSE.

Notre étude a porté sur une population de 86 patients, dont 56 patients dans le groupe
« PR » et 30 dans le groupe « AR ».

A - CRITERES COMMUNS A LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET A L’ARTHROSE

1-SE

Dans l'ensemble de la population, il y avait 61 femmes (71%) et 25 hommes (29%).
La répartition des sexes dans les 2 groupes est la suivante :
- dans le groupe « PR »: 42 (75%) femmes et 14 (25%) hommes,
- dans le groupe « AR »: 19 (63,3%) femmes et 11 (36,7%) hommes.
Il n’existe aucune différence significative dans la répartition des sexes entre les 2

groupes (tableau 3).

2-AGE

L’age moyen de la population générale est de 63,4 £ 13,3 ans. Cet 4ge moyen est de 61,2

+ 13,2 ans dans le groupe « PR » et de 67,7 + 12,8 ans dans le groupe « AR », avec une

différence significative entre les 2 groupes (p<0,05) (tableau 3).

3-DUREE DE LA MALADIE

La durée moyenne de la maladie est de 8,4 £ 9,2 années dans la population générale, de

10,3 £ 10,4 années dans le groupe « PR » et de 4,9 + 5,2 années dans le groupe « AR ». Il

existe 12 aussi une différence significative entre les 2 groupes (p<0,01) (tableau 3).
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Tableau 3; Résultats des criteres démographiques dans les 2 populations, PR et arthrose
CRITERES POLYARTHRITE ARTHROSE P
DEMOGRAPHIQUES RHUMATOIDE
Sexe M 25 % 37 % N
F 75 % 63 % b
Age moyen (années) 61,2 67,7 <0,05
Durée de la maladie (années) 10,3 4,9 <0,01

B - CRITERES SPECIFIQUES DE LA POLYARTHRITE RH UMATOIDE

1- VARIABLES ET RE

IQUE

Il s'agit du nombre d’articulations tuméfiées, du nombre de réveils nocturnes, de la

raideur matinale, du score de RITCHIE, de l'indice fonctionnel de LEE et du score de la

douleur évalué grice A une échelle visuelle analogique (EVA). Le tableau 4 donne les

valeurs moyennes des variables et le nombre de patients pour lesquels elles ont été

recueillies.

Tableau 4: Variables et scores cliniques dans la population de PR

-

raideur matinale (heure)

68+24

1,9+14 55

nb d’articulations tuméfiées 6,6 +3,5 56
nb de réveils nocturnes 1914 54
score de RITCHIE 12,2+6,7 55
indice fonctionnel de LEE 119+7,6 42
EVA (cm) 40




2 - PRESENCE D’EROSIONS OSSEUSES

Le nombre de patients atteints de PR avec présence d’érosions osseuses sur les clichés
radiographiques des mains ou des pieds est de 45 sur 56, soit 80,4%. Il est cependant
difficile de tenir compte de cette variable dans les analyses statistiques ultérieures car

les érosions osseuses n‘ont pas été quantifiées.

3 - PRESENCE DE MANIFESTATIONS EXTRA-ARTICULAIRES

Sur les 56 patients atteints de PR, 13 patients (23%) avaient des manifestations extra-
articulaires attribuées a la PR. Ces manifestations se répartissaient de la fagon suivante:
- présence de nodules rhumatoides dans 5 cas,
- présence d’un syndrome de Gougerot Sjogren secondaire dans 5 cas,
- présence de manifestations pulmonaires dans 3 cas, dont 1 cas de fibrose

pulmonaire, 1 cas de pleurésie rhumatoide et 1 cas de dilatation des bronches.

C - L’INDICE ALGO-FONCTIONNEL DE LEQUESNE ET LE SCORE DE LA DOULEUR
DANS L’ARTHROSE

La valeur moyenne de l'indice algo-fonctionnel de LEQUESNE est de 14,8 + 4,5 pour les

22 patients pour lesquels il a pu étre recueilli. La valeur moyenne du score de la
douleur (EVA) est de 6,8 + 1,5 cm pour les 20 patients pour lesquels il a pu étre

recueilli.

D - TRAITEMENTS

1- DANS LE GROUPE POLYARTHRITE RHUMATOIDE

Nous avons séparé 12 groupes de traitements correspondant a un traitement unique et
aux associations de traitements. La répartition de notre population de PR dans chacun

de ces groupes de traitements est indiquée dans le tableau 5.



Tableau 5: Répartition des différents traitements et associations de traitements dans la
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population de PR.

2 CORTICOIDES 15 26,7 %
3 METHOTREXATE 3 53 %
4 SELS D’OR 2 3,5 %
5 CICLOSPORINE 1 1,7 %
6 AUTRES (salazopyrine, acadione, trolovol, 6 10,7 %
plaquénil)
7 METHOTREXATE + CORTICOIDES 4 71 %
8 METHOTREXATE + AINS 5 8,9 %
9 SELS D’OR + CORTICOIDES 1 1,7 %
10 AUTRES + CORTICOIDES 4 7,1 %
11 AUTRES + AINS 4 71 %
12 CICLOSPORINE + CORTICOIDES 2 3,5%

Le pourcentage de patients sous AINS seuls ou en association est 32,1 %.

Le pourcentage de patients sous corticoides seuls ou en association est de 46,4 %.

Le pourcentage de patients sous méthotrexate seul ou en association est de 21,4 %.

2 - DANS LE GROUPE ARTHROSE

Le nombre de patients traités par AINS est de 11 sur 30 au total, soit 36,6 %.




86

II - DONNEES DE LA BIOLOGIE STANDARD DANS LES GROUPES
POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET ARTHROSE

Les valeurs moyennes de la vitesse de sédimentation (VS), de la protéine C réactive
(CRP), du taux de leucocytes (GB), de lymphocytes (Lympho), de monocytes (Mono),
d’hématies (GR), d’hémoglobine (Hb), de plaquettes (Plaq) sont différentes de facon
significative entre les 2 groupes « PR » et « AR », comme le montre le tableau 6. En
effet, Les valeurs moyennes de la VS, de la CRP, du taux de leucocytes, de monocytes et
de plaquettes sont plus élevées dans la PR que dans l'arthrose. Par contre, les taux
moyens d’hématies, d’hémoglobine et de lymphocytes sont plus bas dans la PR que

dans l'arthrose.

Tableau 6: Résultats de la biologie standard dans les 2 populations, PR et arthrose.

VS 58,7 +27,8 13,3 +9,0 < 0,001
g 65,7 + 56,1 6,5%3,6 < 0,001
(mg/1)
GB 8716 + 2445 6683 + 1404 < 0,001
(nb/mm?)
Lympho 1672 + 677 2013 + 689 < 0,001
(nb/mm?)
Mono 589 + 493 397 + 131 < 0,001
(nb/mm?)
GR 4.060.000 + 450.000 4.500.000 + 400.000 < 0,001
(nb/mm?)
Hb 11,9+ 15 138+16 < 0,001
(g/dD)
Plaq 328.000 + 116.300 241.367 + 68.246 < 0,001
(nb/mm?)

Dans le groupe « PR », le nombre de patients ayant un Latex et Waaler-Rose positifs est

de 34 sur 56, soit 60,7 %.
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III - RESULTATS DU DOSAGE DE MACROPHAGE COLONY-
STIMULATING FACTOR (M-CSF) DANS LES GROUPES
POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET ARTHROSE

Le dosage du M-CSF a été réalisé dans le sérum et le liquide articulaire, lorsqu’il était
disponible, des patients atteints de PR et d’arthrose. Il a également été effectué dans le

sérum de sujets sains du centre de transfusion sanguine (CTS).

A-TA DE M- D A RQOUPE ET COMPARAISON
(figures 11 et 12)

- Dans le groupe de sujets sains du CTS (59 hommes de moins de 60 ans) : le taux
moyen de M-CSF sérique est de 205,9 + 82,3 UI/ml.

- Dans 'arthrose: - le taux moyen de M-CSF sérique, sur 30 échantillons, est de 194,6

+ 156,3 UI/ml,
- le taux moyen de M-CSF dans le liquide synovial, sur 12

échantillons, est de 97,3 = 84,1 UI/ml.
- Dans la PR: - le taux moyen de M-CSF sérique, sur 56 échantillons, est de 548,6 £

291,9 UI/ml,

- le taux moyen de M-CSF dans le liquide synovial, sur 13 échantillons,

est de 544,3 + 289,4 Ul/ml.

- Les taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial sont statistiquement

différents entre la PR et I’arthrose (p<0,001 pour les 2) (tableau 7).

Tableau 7: Taux moyen de M-CSF dans le sérum et le liquide synovial dans les 2

populations, PR et arthrose.

Taux moyen de M-CSF (UI/ml) Arthrose Polyarthrite rhumatoide P

M-CSF sérique 194,6 548,6 <0,001

M-CSF liquide synovial 97,3 544,3 <0,001
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Figure 11 : répartition des taux de M-CSF sérique dans chaque population (témoins
CTS, arthrose et polyarthrite rhumatoide).
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Taux de M-CSF dans le liquide synovial
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d’arthrose et de polyarthrite rhumatoide.
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- Comme cela a été réalisé dans une étude récente (SCHOLL et col. , 1996), nous avons

choisi de séparer nos populations de PR et d’arthrose en 2 groupes en fonction d'une
valeur seuil (cut-off) de M-CSF, correspondant a la valeur moyenne sur I’ensemble de

la population.
Cette valeur moyenne (sur 86 patients) est de 425,1 UI/ml.
Dans la PR : 62,5 % (35 patients/56) ont un M-CSF sérique supérieur & 400 UI/ml et 53,8

% (7 patients/13) ont un M-CSF dans le liquide synovial supérieur a 400 UI/ml
(tableau 8).

Dans I'arthrose : 93,3 % (28 patients/30) ont un M-CSF sérique inférieur a 400 UI/ml et

100 % (12/12) ont un M-CSF dans le liquide synovial inférieur a 400 UI/ml.

Tableau 8: Répartition des 2 populations de PR et d’arthroses en fonction d'une valeur

seuil de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial, fixée a 400 UI/ml.

Pathologies M-CSF sérique M-CSF liquide synovial
> 400 UI/ml > 400 UI/ml
Polyarthrite rhumatoide 62,5 % 53,8 %
Arthrose 6,7 % 0%

Les histogrammes (figures 13, 14, 15 et 16) montrent la répartition des concentrations
de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial pour chaque population de PR ou

d’arthroses.
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Figure 13 : répartition des taux de M-CSF sérique dans la PR
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Figure 15 : répartition des taux de M-CSF du liquide synovial dans la PR
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Figure 16 : répartition des taux de M-CSF du liquide synovial dans l'arthrose
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B - PARAISON DES TAUX DE M-CSF DANS LE SERUM ET DANS LE LIQUIDE
SYNOVIAL :

e Dans la population générale des 86 patients, une corrélation statistiquement

significative existe entre les taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial (p
=0, 866 et p<0,0001).

¢ Dans le groupe arthrose, les taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial
sont statistiquement différents (p<0,01). D’autre part, il n’y a pas de corrélation entre
ces 2 taux (p = 0,47 et p = 0,12).

¢ Dans le groupe « PR », il n’existe, par contre, aucune différence statistiquement
significative entre les taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial. Le test
de Spearman permet de mettre en évidence une corrélation entre ces 2 taux (p = 0,8 et

p<0,01).

Droites de corrélation entre le taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial
dans la polyarthrite rhumatoide (PR) et dans l’arthrose (ARTH).
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IV - CORRELATIONS ENTRE TAUX DE M-CSF ET CRITERES
CLINIOUES ET BIOLOGIQUES DANS LA POLYARTHRITE
RHUMATOIDE

A - M-CSF SERIQUE

1 - CRITERES CLINIQUES ET DEMOGRAPHIQUE

Il n'existe aucune corrélation statistiquement significative entre le taux de M-CSF
sérique et 1'age, le sexe, la durée de la maladie, la raideur matinale, le nombre de
réveils nocturnes, le nombre d’articulations tuméfiées, le score de la douleur et I'indice
fonctionnel de LEE.

Par contre, le taux de M-CSF sérique est corrélé de fagon négative au score de RITCHIE
(p =-0,24 et p = 0,07).

D’autre part, le taux moyen de M-CSF sérique est significativement plus élevé dans le
groupe de PR avec manifestations extra-articulaires que dans le groupe de PR sans

manifestation extra-articulaire (p<0,05) (tableau 9).

Tableau 9: Taux moyen de M-CSF sérique dans les 2 sous-populations de PR, avec ou

sans manifestations extra-articulaires.

Manifestations

extra-articulaires

nombre de patients

Taux moyen de M-CSF
sérique (UI/ml)

Présentes

13

686 +238

Absentes

43

507 +296

2 - CRITERES BIOLOGIQUES

Il n'existe aucune corrélation statistiquement significative entre le taux de M-CSF
sérique et la VS, la CRP, le taux de leucocytes, de lymphocytes, de monocytes,
d’hématies et d’hémoglobine.

Par contre le taux de M-CSF sérique est corrélé de fagon négative au taux de plaquettes

(p =-0,25 et p = 0,06).
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Droite de corrélation entre le taux de M-CSF sérique et le taux de plaquettes.

M-CSF sérique (UI/ml)

D’autre part, il existe une différence significative entre les patients avec des facteurs
rhumatoides (FR) positifs et ceux avec des FR négatifs (p<0,005). Le taux moyen de M-
CSF sérique est de 632,9 UI/ml dans le groupe FR positifs et de 418,4 Ul/ml dans le
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groupe FR négatifs (tableau 10).

Tableau 10: Taux moyen de M-CSF sérique dans les 2 sous-populations de PR, avec ou

sans facteurs rhumatoides (FR (+) et FR (-) respectivement).

Facteurs rhumatoides Nombre de patients Taux moyen de M-CSF (UI/ml)

FR (+)

34 632,9 279

FR (-)

22 418,4 £2674
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Si l'on utilise d’autres critéres d’activité de la PR que ceux choisis initialement, il est

possible de sélectionner des sous-groupes de patients, avec des résultats différents en ce

qui concerne les relations entre M-CSF et VS.

Des criteres plus sélectifs ont été appliqués en les associant 2 par 2 :

= Ainsi, pour les patients avec une VS > 28 et un nombre d’articulations
tuméfiées = 9 (n = 13), il apparait une corrélation entre M-CSF sérique et VS (p<0,03 et

p=0,64).

Droite de corrélation entre M-CSF sérique et VS.
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= Pour les patients avec une raideur matinale > 45 minutes et un nombre
d’articulations tuméfiées = 9 (n = 12), il apparait une corrélation entre M-CSF sérique et

VS (p<0,005 et p= 0,86).
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Droite de corrélation entre M-CSF sérique et VS.
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Ainsi, le M-CSF sérique pourrait étre corrélé a la VS, uniquement dans les PR tres
actives. Cependant, ces résultats restent a confirmer sur des populations plus

importantes.

3 - TRAITEMENTS

Le taux de M-CSF sérique n’est pas statistiquement différent entre les divers groupes de

patients classés selon le traitement, qu’il s’agisse du traitement seul ou en association.

B - M-CSF DANS LE LIQUIDE SYNOVL.

1- CRITERES DEMOGRAPHI ET CLINI

Il n'y a aucune corrélation entre le taux de M-CSF dans le liquide synovial et

'ensemble des criteres démographiques et cliniques (age, sexe, durée de la maladie,
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raideur matinale, nombre de réveils nocturnes, nombre d’articulations tuméfiées,

RITCHIE, EVA et LEE).
Le taux de M-CSF n’est pas non plus significativement différent entre les sous-groupes

de PR avec ou sans manifestations articulaires.
2- TERES BIOLOGI

Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre le taux de M-CSF dans le
liquide synovial et la CRP, le taux de leucocytes, de lymphocytes, de monocytes,
d’hématies et de plaquettes.

Par contre, il existe une corrélation positive entre le M-CSF dans le liquide synovial et

la VS (p = 0,6 et p<0,05) et une corrélation négative entre le M-CSF dans le liquide

synovial et le taux d’hémoglobine (p = -0,56 et p<0,05).

Droite de corrélation entre le M-CSF dans le liquide synovial et la VS.
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Droite de corrélation entre le M-CSF dans le liquide synovial et le taux d’hémoglobine

(HB).
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Le taux de M-CSF dans le liquide synovial est statistiquement différent entre les
patients FR positifs (756 UI/ml) et les patients FR négatifs (412 UI/ml) (p<0,05) (tableau

11).

Tableau 11: Taux moyen de M-CSF synovial dans les 2 sous-populations de PR, avec ou

sans facteurs rhumatoides (FR (+) et FR (-) respectivement).

Facteurs rhumatoides

Nombre de patients

Taux moyen de M-CSF (UI/ml)

FR (+)

B

756 +158,3

FR (-)

8

412 +2779
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3 - TRAITEMENTS

Le taux de M-CSF dans le liquide synovial n’est pas statistiquement différent entre les
divers groupes de patients classés selon le traitement, qu’il s’agisse du traitement seul

ou en association.

V - CORRELATIONS ENTRE TAUX DE M-CSF ET LES CRITERES
CLINIQUES ET BIOLOGIQUES DANS L’ARTHROSE

A - M-CSF SERIQUE
1 - CRITERES DEMOGRAPHI ET CLINIQUE

Il n’y a aucune corrélation entre le taux de M-CSF sérique et I’age, le sexe, le score de la

douleur et l'indice algo-fonctionnel de LEQUESNE. Par contre, le taux de M-CSF

sérique est corrélé a la durée de la maladie (p = 0,52 et p<0,01).

Droite de corrélation entre M-CSF sérique et durée de la maladie.
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2 - CRITERES BIOLOGIQUE

Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre le taux de M-CSF sérique et les
différents criteres biologiques (VS, CRP, taux de leucocytes, de lymphocytes, de

monocytes, d’hématies, d’hémoglobine et de plaquettes).

3 - TRAITEMENTS

Le taux de M-CSF sérique n’est pas statistiquement différent entre les patients traités ou

non par AINS.

B - M-CSF DANS LE LIQUIDE SYNOVIAL

1 - CRITERES DEMOGRAPHIQUES ET CLINIQUES

Il n'y a pas non plus de corrélation entre le taux de M-CSF dans le liquide synovial et
l'age, le sexe, la durée de la maladie, le score de la douleur et I'indice fonctionnel de
LEQUESNE.

2 - CRITERES BIOLOGIQUES

Aucune corrélation n‘a pu étre mise en évidence entre le taux de M-CSF dans le

liquide synovial et les criteres biologiques, en dehors de la VS qui est inversement

corrélée au taux de M-CSF (p = -0,63 et p<0,05).

3 - TRAITEMENTS

Il n'y a aucune corrélation entre le taux de M-CSF dans le liquide synovial et la prise
ou non d’AINS.
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DISCUSSION \
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Le dosage de M-CSF a été réalisé dans le sérum de 86 patients, dont 56 PR et 30
arthroses, et dans le liquide synovial de 25 patients, dont 13 PR et 12 arthroses. Au
moment des prélevements, les PR étaient actives et répondaient toutes aux criteres de
'ACR 1987. La population témoin est constituée de patients souffrant d’arthrose
symptomatique de la (des) hanche(s) et/ou du(des) genou(x). Les 2 populations de PR
et d’arthrose sont identiques en termes de répartition des sexes; par contre, elles sont

différentes en termes d’age et de durée de la maladie.

L’analyse des données biologiques dans les 2 populations a donné les résultats
suivants : la VS, la CRP, le taux de leucocytes et de plaquettes sont statistiquement plus
élevés dans la PR que dans V'arthrose (p<0,001), ce qui parait cohérent car ces différentes
variables sont des marqueurs de I'inflammation. Par contre, le taux de monocytes est
également plus élevé dans la PR que dans l'arthrose. Cette monocytose avait déja été
soulignée par d’autres auteurs (BUCHAN et col. , 1985) et représente un des éléments
en faveur de la participation des monocytes/macrophages dans la physiopathogénie de

la PR.

Le taux de M-CSF sérique et dans le liquide synovial est significativement plus
élevé dans la PR, par rapport a l'arthrose (p<0,001) et par rapport aux témoins CTS. Le
M-CSF semble donc intervenir dans la réaction inflammatoire. Au méme titre que les
autres cytokines, comme IIL-1 et le TNF, il pourrait participer aux anomalies

immunologiques de la PR.

L’analyse de la répartition du M-CSF dans chaque groupe PR ou arthrose, que ce
soit dans le sérum ou dans le liquide synovial, montre une répartition beaucoup plus
étendue dans la PR que dans l'arthrose (figures 13, 14, 15 et 16). En effet, en
déterminant une valeur seuil de 400 UI/ml, correspondant a la valeur moyenne du M-
CSF sur la population générale, 62,5 % des PR et 6,7 % des arthroses sont au dessus de
cette valeur pour le M-CSF sérique. En ce qui concerne le M-CSF dans le liquide
synovial, 53,8 % des PR et 0 % des arthroses sont au dessus de cette valeur seuil. Ces
résultats confirment la répartition inhomogene du taux de M-CSF dans la PR. Cette
répartition ne semble pas pouvoir s’expliquer par I'évolutivité de la maladie puisque

toutes les PR ont été sélectionnées sur des criteres d’activité de leur maladie. Dans une
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population de PR actives, il pourrait donc exister des sous-populations différentes, se
traduisant par des taux de M-CSF différents. Ces résultats sont compatibles avec la
conception actuelle de la PR. En effet, il s’agit d'une maladie hétérogene, caractérisée
par d’importantes variations dans les manifestations cliniques, le profil évolutif et la
réponse aux traitements. Il existe des formes séveéres avec des atteintes viscérales ou
des destructions articulaires rapides. A l'opposé, la PR peut étre bénigne, pouvant
guérir completement ou entrainer peu ou pas de géne fonctionnelle ou de lésions
radiographiques, méme aprés de longues années d’évolution. Les marqueurs
génétiques HLA-DR permettent également de séparer des sous-populations de PR
correspondant aux formes les plus séveres de la maladie (PR homozygotes DR4 et
hétérozygotes DR4 0401 et 0404 et DR4-DR1).

Si I'on tient compte de la population générale (sur les 86 patients), il existe une

corrélation entre le taux de M-CSF sérique et celui dans le liquide synovial (p<0,001 et

p= 0,86). Dans la PR, le M-CSF dans le liquide synovial n’est pas significativement

différent du M-CSF sérique et il existe une corrélation entre ces 2 taux (p<0,01 et p=0,8).
Par contre, le M-CSF dans le liquide synovial est significativement différent du M-CSF
sérique dans l'arthrose (p<0,01) et il n’existe aucune corrélation entre eux (p<0,12 et p=
0,47). Ces résultats pourraient suggérer une production locale articulaire du M-CSF
dans la PR. Dans l'arthrose par contre, les différences de taux entre sérum et liquide

synovial pourraient refléter une simple diffusion.

A notre connaissance, il n’y a pas eu d’étude publiée concernant le dosage du M-
CSF dans le sérum, aussi bien dans la PR que dans l'arthrose.

Par contre, WILLIAMSON et col. (1988) ont mis en évidence une activité CSF
(stimulant la croissance de colonies hématopoiétiques) non spécifique dans le liquide
synovial de 6 patients sur 7 atteints d’arthropathies inflammatoires et de 1 patient sur 2
atteints d’arthrose. Leurs résultats suggéraient la présence de divers CSFs (M-, G- et
GM-CSF) dans le liquide synovial des arthropathies inflammatoires.

FIRESTEIN et col. (1988) ont confirmé la présence d'une activité CSF dans 4

liquides synoviaux de PR sur 5, activité neutralisée par des anticorps spécifiques du M-
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CSF. Le dosage du M-CSF par technique RIA était positif dans les 2 liquides synoviaux
testés.

SMITH et col. (1990) ont mis en évidence une activité CSF dans le liquide
synovial de 100 % (5 sur 5) des arthrites septiques, 67 % (8 sur 12) des PR et 54 % (7 sur
13) des arthroses. Cette activité CSF était presque entidrement neutralisée par des
anticorps anti-M-CSF.

L’ensemble de ces résultats suggérait une augmentation du M-CSF dans le liquide
synovial de PR. Cependant les techniques utilisées n’étaient pas spécifiques, ni

quantitatives.

Des études de corrélation ont été réalisées entre les taux de M-CSF sérique ou dans
le liquide synovial et les criteres cliniques et biologiques par un test de Spearman.

Dans la PR, il existe une corrélation négative entre le taux de M-CSF sérique et le
score de RITCHIE d’une part et entre le taux de M-CSF sérique et le taux des plaquettes
d’autre part.

Il existerait donc une diminution du taux des plaquettes chez les patients ayant
un taux de M-CSF élevé. KHWAJA et col. (1991) avaient décrit une diminution du
taux de plaquettes, in vivo , aprés administration de M-CSF recombinant.

Par contre, il est plus difficile d’expliquer la corrélation négative avec le score de
RITCHIE.

Le taux de M-CSF sérique n’est corrélé a aucun critere clinique d’activité de la PR.
Il n’existe pas non plus de relation avec les marqueurs biologiques de I'inflammation
comme la VS et la CRP.

Cependant en modifiant les criteres d’activité et en les associant 2 par 2, il est

possible de séparer des sous-groupes de PR (13 patients avec une VS 2 28 mm et un
nombre d’articulations tuméfiées > 9 ; 12 patients avec une raideur matinale > 45 min

et un nombre d’articulations tuméfiées > 9), ol le taux de M-CSF sérique est corrélé a la
VS. La moyenne des VS de ces 2 sous-groupes est plus élevée que celle de I’ensemble
de la population de PR. Ainsi, le M-CSF pourrait étre corrélé aux marqueurs
d’inflammation seulement dans les PR les plus actives. Compte tenu du faible nombre

de patients dans chaque sous-groupe, il est difficile d’en tirer des conclusions formelles.
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Fait intéressant, le taux de M-CSF sérique est significativement plus élevé
(p<0,005) dans le groupe de PR avec des facteurs rhumatoides, comparé au groupe de
PR sans facteurs rhumatoides (en moyenne 632,9 Ul/ml et 4184 UI/ml
respectivement). Parmi les patients FR (+), 79 % (27 sur 34) ont un taux de M-CSF
supérieur & 400 UI/ml. Parmi les patients FR (-), 63,6 % (14 sur 22) ont un taux de M-
CSF inférieur a 400 UI/ml.

Parmi la population de PR, un sous-groupe de 13 patients avec des manifestations
extra-articulaires a été individualisé. Il se caractérise par un taux moyen de M-CSF
sérique significativement plus élevé que celui des PR sans manifestation extra-

articulaire (686 et 507 UI/ml respectivement).

D’autre part, le taux de M-CSF sérique est significativement plus élevé (p=0,06)
dans le sous-groupe de PR avec érosions osseuses, comparé au sous-groupe de PR sans
érosion osseuse (en moyenne 585,2 UI/ml et 398,9 UI/ml respectivement). Cependant,
notre population est constituée de PR dont la durée moyenne de la maladie est de 10,3
années et dont la fréquence des érosions osseuses est de 80 %. D’autre part les érosions
osseuses n’ont pas été quantifiées. Il est donc impossible de tirer des conclusions quant
a la relation éventuelle entre le taux de M-CSF et le degré de destruction articulaire

radiologique.

En ce qui concerne le taux de M-CSF dans le liquide synovial (13 échantillons), il

existe une corrélation positive avec la VS (p<0,05 et p= 0,6) et négative avec le taux

d’hémoglobine (p<0,05 et p= -0,56).

L’anémie dans la PR est fréquente, présente dans 50% des cas pour REMACHA et
col. (1992). 1l s’agit le plus souvent d’anémie inflammatoire, probablement liée a un
dysfonctionnement de l'activité de I'érythropoiétine. Son intensité est corrélée a
l’activité de la maladie.

Le taux de M-CSF dans le liquide synovial semble donc étre un bon reflet du degré
d’inflammation puisqu’il est corrélé a la VS et a I’anémie. Cette corrélation entre M-
CSF dans le liquide synovial et degré d’inflammation plaide également en faveur

d’une production locale de M-CSF par la synoviale rhumatoide.
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De la méme facon que dans le sérum, le taux de M-CSF dans le liquide synovial
est significativement plus élevé (p<0,05) dans le sous-groupe de PR FR (+), comparé au
sous-groupe de PR FR (-) (en moyenne 756 UL/ml et 412 UI /ml respectivement). Les 5
patients FR (+) ont tous un taux de M-CSF dans le liquide synovial supérieur a 400
UI/ml. Parmi les 8 patients FR (-), 6 patients ont un taux de M-CSF inférieur a 400
UI/ml. Par contre, il ne varie pas avec la présence ou I’absence de manifestations extra-
articulaires.

L’ensemble de ces résultats a été obtenu avec 13 échantillons et nécessite donc

d’étre confirmé par une étude sur un plus grand nombre de liquides articulaires.

Au total, le taux de M-CSF dans le liquide synovial semble étre un bon reflet
d’activité de la maladie, ce qui ne parait pas étre le cas du taux de M-CSF dans le sérum.
D’autre part, les taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial sont
significativement plus élevés chez les patients FR (+).

L’association entre facteurs rhumatoides et parametres cliniques de la PR,
incluant la sévérité des érosions osseuses, est relativement discutée dans la littérature.
Cependant, pour la majorité des auteurs, la présence de facteurs rhumatoides sériques
est un bon marqueur pronostique. Dans une étude controlée chez des femmes ayant
une PR débutante, les patientes avec facteurs rhumatoides sériques positifs ont
développé plus d’érosions osseuses et de handicap fonctionnel que celles qui étaient
séronégatives. Deux études prospectives ont montré que le facteur rhumatoide IgM
était 'une des variables les plus prédictives de I’évolution ultérieure d'une PR. Dans
un travail récent, le titre des facteurs rhumatoides semble plus important que la
notion de séropositivité (COMBE et col. , 1996).

Compte tenu de la corrélation entre M-CSF et positivité des FR, le taux de M-CSF
sérique pourrait représenter un critdre de sévérité de la PR. Cette hypothese est
confortée par la mise en évidence d’un taux de M-CSF sérique plus élevé dans les PR
compliquées de manifestations extra-articulaires. En effet, la présence de ces
manifestations extra-articulaires est habituellement observée dans les PR séveres et
compte parmi les facteurs de pronostic péjoratif (WOLFE et col. , 1994 ; COMBE ef gols .
1996).
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Dans l‘arthrose, le taux de M-CSF sérique n’est corrélé a aucun critére biologique
ou clinique, en dehors de la durée de la maladie (p<0,01 et p= 0,52). Cette corrélation

avec I'ancienneté de la maladie ne peut pas étre liée a 'age, car il n'y a aucune relation
entre le taux de M-CSF et l'age.
En ce qui concerne le M-CSF dans le liquide synovial, son taux n’est corrélé a

aucun critere clinique ou biologique, en dehors de la VS. Il s'agit d’une corrélation
négative ol plus le taux de M-CSF est élevé, plus la VS est basse (p<0,05 et p=-0,63), ce

qui est & 'opposé des résultats obtenus dans la PR.

Les corrélations entre M-CSF et critéres biologiques ou cliniques sont donc
nettement différentes dans la PR et l’arthrose. Mais il faut noter que les 2 groupes PR et
arthrose ne sont pas comparables en terme d’age et de durée de la maladie. Cependant,
ces 2 critéres ne sont pas corrélés au taux de M-CSF, aussi bien dans la PR que dans

I’arthrose.

En ce qui concerne la thérapeutique, les différents traitements de fond ou
symptomatiques de la PR, seuls ou en association, ne semblent avoir aucune influence
sur le taux de M-CSF sérique et dans le liquide synovial.

In vitro , TOBLER et col. (1992) avaient montré que la dexaméthasone ne

diminuait pas le taux ’ARNm et de protéine M-CSF dans les fibroblastes humains
stimulés par le TNF-o.. HAMILTON et col. (1993 c) ont étudié la régulation du M-CSF
dans les cellules synoviales en culture et ont mis en évidence l'absence d’action de la
dexaméthasone sur la production de M-CSF stimulée ou non par I'lL-1a.

Dans le groupe arthrose, il n’existe pas non plus de différences de concentration
group P %

du M-CSF entre le sous-groupe traité par AINS et le sous-groupe non traité par AINS.

Des questions se posent également quant a la participation du M-CSF dans la
physiopathogénie de la PR. Le M-CSF est essentiellement un facteur de survie et de
prolifération des précurseurs de la lignée monocytaire-macrophagique. Il intervient
également dans la migration et les fonctions des macrophages matures. Or, la
prolifération synoviale dans la PR est en grande partie liée au recrutement de

macrophages (ATHANASOU et col. , 1995). Ces macrophages ont un phénotype activé
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(FIRESTEIN et col. , 1990) et leur nombre au sein de la synovite rhumatoide semble
corrélé a la destruction articulaire (MULHERIN et col. , 1996). Ainsi, le M-CSF, par
intermédiaire de ses actions sur les macrophages matures ou sur leurs précurseurs,
pourrait intervenir dans la physiopathologie de la PR.

En effet, I'TL-1, le TNF et I'IL-6, cytokines « pro-inflammatoires » impliquées dans
les désordres immunologiques de la PR, sont capables d’induire la synthése de M-CSF
dans les lymphocytes T, les macrophages et fibroblastes synoviaux, les cellules
endothéliales et méme dans les chondrocytes et les ostéoblastes. En retour, le M-CSF
pourrait stimuler la synthése d’IL-1, de TNF-o, d'IL-6 et d'IL-8, bien que ceci reste
encore un sujet de controverses. Ainsi pourrait se créer une boucle de stimulation et
d’auto-entretien (figure 17). D’autre part, sous l'influence du M-CSF, l'expression des
molécules HLA-DR augmente 2 la surface des monocytes/macrophages. Le M-CSF est
capable d’induire la synthese de PGE2 et d’activateur du plasminogene de type
urokinase, eux mémes responsables de la production de collagénase intervenant dans
la destruction du cartilage.

Le M-CSF est également un facteur essentiel a la prolifération des précurseurs
ostéoclastiques, il est capable d’induire l'activation des ostéoclastes matures.
L’augmentation de sa production dans la PR pourrait participer a la résorption osseuse
locale. Sous l'influence du M-CSF, les macrophages synoviaux pourraient méme se
différencier en cellules « ostéoclaste-like » osseuses (ATHANASOU et col. , 1995).

D’autre part, un certain nombre d’études plaident en faveur d'une initiation non
pas articulaire, mais systémique voire hématopoiétique de la PR. En effet, 30 % des
patients atteints de PR ont une monocytose sanguine (BUCHAN et col. , 1985) et la
population cellulaire mononucléée des PR contient un nombre élevé de monocytes,
comparé 2 celle de sujets sains (HAMILTON, 1993 b).

FUJIL et col. (1990), ainsi que SHINOHARA et col. (1992) ont montré des
anomalies phénotypiques des monocytes circulants dans la PR, avec une
augmentation d’expression des marqueurs d’activation.

HAMILTON (1993 b) a suggéré qu'une myélopoiese anormale dans la moelle de
PR pourrait jouer un rdle important dans le développement de la maladie. Dans la
moelle osseuse iliaque des patients atteints de PR (56 PR), le nombre absolu de cellules

mononucléées est augmenté par rapport aux sujets controles (7 sujets contréles).
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Il existe également une proportion plus importante de cellules myéloides
anormales (MX-GA + et MY4 +) dans les PR modérées et séveres par rapport aux PR
bénignes et aux sujets controles (TOMITA et col. , 1994).

Des taux particuliérement élevés d’IL-6 et d’'IL-8 ont été détectés dans la moelle
osseuse iliaque au cours d’interventions chirurgicales sur des articulations de 25
patients souffrant de PR. Ces taux étaient nettement plus élevés que chez les sujets
témoins et étaient corrélés a limportance de la prolifération synoviale dans
I’articulation opérée (TANABE et col. , 1994).

OWAKI et col. (1989) ont détecté une activité CSF élevée dans la moelle osseuse
adjacente aux articulations touchées dans la PR.

SEITZ et col. (1992) ont mis en évidence dans la moelle osseuse de PR la présence
de cellules mononucléées de phénotype activé avec une augmentation des molécules
HLA-DR et CD14 par comparaison a des sujets sains.

HIROHATA et col. (1996) ont montré qu’il existe dans la PR une génération
spontanée et accélérée de cellules CD14 + 2 partir de précurseurs médullaires CD14 -,
comparé a des sujets sains. Ces cellules expriment des molécules HLA-DR de fagon
précoce, ne répondent pas au GM-CSF et stimulent la production de facteurs

rhumatoides.

Dans la littérature, il existe quelques cas de PR en rémission aprés greffe de moelle
osseuse (LOWENTHAL et col. , 1993). Ces cas isolés viennent renforcer 1’hypothese

d’anomalies médullaires dans la PR.

Les différents traitements de fond de la PR (sels d’or, D-pénicillamine,
cyclophosphamide et méthotrexate) réduisent le nombre de colonies myéloides in
vitro etin vivo dans la PR

La leucopénie est d’ailleurs un effet secondaire commun a tous ces traitements.

HAMILTON (1993 b) pense que ces différents traitements de fond pourraient
réduire le nombre de monocytes/macrophages matures capables d’étre recrutés dans la
membrane synoviale, par inhibition de la myélopoiese. L'effet retardé de ces
traitements pourrait étre expliqué par la demi-vie relativement longue des cellules

monocytaires-macrophagiques.
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Ainsi, le M-CSF pourrait intervenir sur la prolifération et ’activation locale des
macrophages dans la synovite rhumatoide. Il pourrait jouer également un role

important dans le cadre des deux hypotheses physiopathologiques suivantes :

* L’expression constitutive de différentes cytokines et notamment du M-CSF dans
la synoviale rhumatoide pourrait exercer une stimulation systémique de la
maturation monocytaire-macrophagique. Ainsi, la boucle autocrine/paracrine du M-
CSF pourrait s’étendre a la moelle osseuse. D’autres cytokines, comme I'IL-1 et I'IL-6
produites en grande quantité dans les articulations de PR, pourraient amplifier
directement l'activité hématopoiétique et augmenter, elles aussi, le recrutement de

macrophages dans 'articulation (figure 17).

e L’hyperplasie cellulaire synoviale pourrait étre liée a une infiltration
permanente par des cellules de la lignée monocytaire-macrophagique originaires d’une

moelle osseuse anormale.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




114

Le M-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique. 1l régule la survie, la
prolifération et la différentiation des cellules de la lignée monocytaire-macrophagique

et active certaines fonctions des macrophages tissulaires.

11 est significativement plus élevé dans le sérum et dans le liquide synovial de PR,
comparé a V'arthrose. Il pourrait ainsi participer au réseau de cytokines et facteurs de

croissance, impliqués dans la physiopathologie de la PR.

Le taux de M-CSF dans le liquide synovial semble corrélé au degré d’activité de la
PR, alors que le taux sérique pourrait étre un facteur de gravité.

Compte tenu de I'hétérogénéité de la PR, lidentification de marqueurs
pronostiques dans la PR serait d’une grande utilité pour le clinicien, afin de modifier
son approche thérapeutique. Ceci lui permettrait de dépister plus facilement les formes
a fort potentiel évolutif, pouvant justifier d’emblée une thérapeutique agressive et
d’éviter les traitements potentiellement les plus toxiques dans les formes de PR a
priori plus bénignes. Actuellement, aucun facteur pronostique n’est universellement
accepté et validé. Néanmoins la VS, la CRP, le titre des facteurs rhumatoides sont les
indicateurs du pronostic les plus performants au début de la maladie. Les marqueurs
génétiques et notamment certains alleles HLA DRBI seraient corrélés avec la sévérité
de la maladie. Il existerait méme une sorte « d’effet dose » des alleles a risque avec un
risque maximum d’avoir une PR sévére pour les homozygotes DR4 (0401-0401 ou
0404-0404) et pour les hétérozygotes DR4 (0401-0404) et DR4-DRI1.

Nos résultats préliminaires laissent supposer que le M-CSF pourrait étre un
marqueur de sévérité de la PR. Cependant, ils nécessitent d’étre confirmés par des
études supplémentaires et notamment:

- une étude des corrélations entre taux de M-CSF, titre des facteurs
rhumatoides et groupage HLA-DR dans notre population de PR,

- une étude du taux de M-CSF, du titre des facteurs rhumatoides, de la
présence d'anticorps anti-kératine et du groupage HLA-DR dans une population de PR
débutantes (< 1 an d’évolution), afin de rechercher une corrélation entre ces facteurs et

une corrélation éventuelle entre le taux de M-CSF et le profil évolutif des PR.



115

1 serait également intéressant de rechercher une corrélation entre le taux de M-
CSF et l'évolution vers une PR avérée, dans une population de polyarthrites
débutantes ne répondant pas aux critéres de ’ACR 1987, afin de déterminer si le dosage

de M-CSF a un intérét dans le diagnostic précoce de la maladie.
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ANNEXES l



Nombre
de critéres

nécessaires:

4
Criteéres

sensibilité:
91%

spécificité:
89%
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POLYARTHRITE RHUMATOIDE

CRITERES DE CLASSIFICATION PROPOSES PAR
L'American College of Rheumatology, 1987

1. RAIDEUR MATINALE *
Raideur articulaire ou péri-articulaire durant au moins une heure

2. ARTHRITE D'AU MOINS 3 ARTICULATIONS *

Gonflement simultané d'au moins 3 articulations constaté par un
médecin et dG a une hypertrophie des tissus mous ou a un
épanchement articulaire (et non a une seule saillie osseuse).

14 articulations ou groupe d'articulations sont a prendre en compte:
IPP - MCP - Poignets - Coudes - Genoux - Chevilles - MTP.

(les épaules, les hanches, le rachis cervical ne sont pas pris en compte).

3. ARTHRITE TOUCHANT LA MAIN *
Gonflement d'au moins un des groupes articulaires suivants:
Poignet, MCP, IPP.

4. ARTHRITE SYMETRIQUE *

Atteinte simultanée et bilatérale des articulations ou groupes
d'articulations définis en 2. L'atteinte bilatérale des IPP, MCP,
MTP est acceptable méme en l'absence de symétrie parfaite.

5. NODULES RHUMATOIDES

Nodosités sous-cutanées constatées par un médecin sur des crétes
osseuses ou des surfaces d'extension ou en situation
péri-articulaire.

6. PRESENCE DE FACTEUR RHUMATOIDE

7. SIGNES RADIOLOGIQUES

Anomalies radiologiques typiques de PR sur des clichés
des mains et des poignets avec érosions osseuses et
déminéralisation en bande.

* NB: les criteres 1 a 4 doivent étre présents depuis au moins 6
semaines.
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INDICE FONCTIONNEL DE LEE

Pouvez-vous tourner la téte d'un coté a l'autre ?
Pouvez-vous vous peigner derriére la téte ?
Pouvez-vous fermer un tiroir (avec les bras seulement) ?
Pouvez-vous ouvrir une porte ?
Pouvez-vous soulever une bouteille pleine ?
Pouvez-vous porter un verre 2 la bouche d'une seule main ?
Pouvez-vous tourner une clef dans une serrure ?
Pouvez-vous couper de la viande avec un couteau ?
Pouvez-vous beurrer une tranche de pain ?
Pouvez-vous remonter une montre ?
Pouvez-vous marcher ?
Pouvez-vous marcher

a) sans l'aide de quelqu'un ?

b) sans l'aide d'une béquille ?

c) sans l'aide d'une canne ?
Pouvez-vous monter un escalier ?
Pouvez-vous descendre un escalier ?
Pouvez-vous vous tenir sur les jambes tendues ?
Pouvez-vous vous tenir sur la pointe des pieds ?

Pouvez-vous vous baisser pour ramasser un objet par terre ?

NB: On attribue une note de 8 a la question 11 si la marche est totalement

impossible

On fournit au malade une liste de 17 questions correspondant a des gestes de la vie

courante.

Si le malade peut faire le geste avec facilité, on attribue la note 0 a la question; s'il peut

le faire avec difficulté, la note 1; s'il en est incapable, la note 2. On additionne les notes

obtenues.
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INDICE DE RITCHIE (1968)
Gauche Droite
Epaule
Coude
Poignet

Métacarpo-phalangiennes
Interphalangiennes proximales
Hanche

Genou

Cheville

Sous-astragalienne
Médio-tarsienne

Métatarso-phalangiennes

Les 2 temporo-maxilaires
Les 2 sterno-claviculaires
Les 2 acromio-claviculaires

Le rachis cervical

L'indice de RITCHIE tient compte seulement de la douleur a la pression de
l'articulation. Si le malade n'a aucune douleur lors de la pression, on attribue a cette
articulation la note 0; lorsqu'il a mal la note 1; lorsqu'il fait une grimace la note 2;
lorsqu'il s'y ajoute un mouvement de retrait la note 3. Trois articulations sont
explorées par mobilisation passive: flexion latérale pour le rachis cervical, flexion pour
la hanche, ballottement du talon pour la sous-astragalienne.

On étudie 26 sites articulaires au total car les petites articulations sont étudiées dans

leur ensemble.
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LES CRITERES RADIOLOGIQUES DE L'ARTHROSE, DEFINIS EN 1975 PAR
KELLGREN ET LAWRENCE

Les criteres sont au nombre de 5:

la diminution de l'espace articulaire,
la formation d'ostéophytes,
la condensation sous-chondrale,

la formation de géodes,

oo WP

les anomalies des contours osseux,

On peut affecter a chacun de ces cinq critéres une appréciation en trois degrés selon

leur importance: 0 = absent, 1 = modéré, 2 = sévere.

On peut ainsi définir une arthrose selon sa gravité radiologique en cinq grades:
- grade 0 = radiographie normale,

- grade 1 = radiographie douteuse,

- grade 2 = légere diminution de I'espace articulaire, ostéophytose discrete,

- grade 3 = diminution de l'espace articulaire, ostéophytes de taille moyenne,

- grade 4 = nette diminution de I'espace articulaire, ostéophytes de grande taille.

ECHELLE VISUELLE ANALOGIQUE DE LA DOULEUR

Aucune Douleur Douleur Extréme

| e ey ey e e e s — —

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 cm
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Nom du patient : INDICE ALGO-FONCTIONNEL
de LEQUESNE
Date : (hanchelgenou)

I - DOULEUR OU GENE (Il 0 = aucune)

A-Nocturne ______ o
* seulement aux mouvements ou dans ceraines postures ______________________ o
emémesans bouger __________ . 12
B - Dérouillage matinal < I minute ___________________________________ Clo
Y P i s s o e o mm st e S S !
PR EDOUNG sovimisioiiiosimmn s mn mommmm e s o o o S e ]2
C - Rester debout ou piétinerpendant _________________________________ Jo
i 1
environl/2heure __ . L1
DA ANt it i e e e —————————————— B e
* aprésquelquedistance - _______________________________.______ —
* dés le débur et de fagon croissante ..o ____________________________ — 2
E-Problémedesiége ... . o
* hanche : durant la station assise prolongée (2 heures) l_ _______________________ /1
* genou : pour se relever d'un siége sans I'aide des bras sous total L_J
en acceptant d’avoir mal
FRICENIE ITNERRIONY oo a0 55,0 e e o e B _bdo
o limitée, mais> I kem __________________________ -y
*environ | km (= ISminaallurenormale) __________________________________ i ik
*50024900m (= 7-15minaallurenormale) _________________________________ 3
©300a500m s 4
*100a300m et 3
L g
* | canne ou canne-béquille nécessaire - . __________________________________ .
* 2 cannes ou cannes-béquilles nécessaires___________________ . ____ S
sous total ||
3 - DIFFICULTES POUR ...

(auwne=0;possibleavecumpeﬁte(=0,5},myenne(= I),
grande (= 1,5) difficuteé ; impossible = 2)

HANCHE GENOU

* mettre ses chausettes par devant L_1,L_1042 *monter unétage - - - ____ L,L10a2

* ramasser un objet a terre - - - .- _ L1/L10a2 ~edescendreunétage ________ LJ,10a2

* monter ou descendre un étage_ _ L_I,L_1022  *S'acCroupir - - ... ____ LJ,10a2

* sortir dune voiture, d'un fauteuil LJ,L10a2  *marcher en terrain irrégulier— - L_I,L_1042
sous total L, sous total L,

SCORE TOTAL (0 a 24) (NI
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ABREVIATIONS I



ADN
AINS
Ala
ARNm
BFU-E
BSA
CFU-E
CFU-Eo

CFU-GEMM

CFU-GM
CFU-Meg
COX
CRP
CSF-1
Cys
DMSO
EGF

EIA

Epo
EVA
FGF

FR
G-CSF
GB

Gly
GM-CSF
GR

Hb

HLA
HPP-CFC
ICAM
IFN

IL-1

IL-10
IL-13
IL-1sRI
IL-1sRII
IL-2

IL-3

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8
LAF-3
LWR
M-CSF
M-CSF rh
NHS
PDGF
PG-M-CSF
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acide déoxyribonucléique
anti-inflammatoires non stéroidiens
alanine

acide ribonucléique messager

burst forming unit-erythrocyte

albumine sérique bovine

colony forming unit-erythrocyte

colony forming unit-eosinophile

colony forming unit-granulocyte erythrocyte monocyte megacaryocyte
colony forming unit-granulocyte monocyte
colony forming unit-megacaryocyte
cyclooxygénase

protéine C réactive

colony-stimulating factor-1

cystéine

diméthylsulfoxide

epidermal growth factor
enzymo-immunoassay

érythropoiétine

échelle visuelle analogique

fibroblast growth factor

Facteur Rhumatoide

granulocyte colony-stimulating factor
globules blancs

glycine

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
globules rouges

hémoglobine

Human Leukocyte Antigen

high proliferative potential-colony forming cells
intercellular adhesion molecule
interféron

interleukine-1

interleukine-10

interleukine-13

récepteur soluble de 1'TL-1 de type I
récepteur soluble de I'TL-1 de type II
interleukine-2

interleukine-3

interleukine-4

interleukine-5

interleukine-6

interleukine-8

lymphocyte function associated antigen-3
Latex et Waaler-Rose

macrophage colony-stimulating factor
M-CSF recombinant humain
N-hydroxysuccinimide ester

platelet derived growth factor
proteoglycan-macrophage colony-stimulating factor



PGE2
PHA
PLA2
Plag
PMA

PR

PTH
PTH-rP
RIA

Ser
tampon TBS
TCR
TGF-8
TIMP
TNF
TNFsR55
TNFsR75
Tyr

u-PA
UDPGD
VCAM-1
VLA-1
VS
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prostaglandine E2
phytohémagglutinine

phospholipase A2

plaquettes

phorbol 12-myristate 13-acétate
polyarthrite rhumatoide
parathormone

peptide apparenté a la parathormone
radio-immuno assay

Sérine

Tris base 10 mM, NaCl 150 mM PH 7,4
récepteur du lymphocyte T
transforming growth factor-f3
inhibiteurs des métalloprotéinases
tumor necrosis factor

récepteur soluble du TNF de 55 kDa
récepteur soluble du TNF de 75 kDa
tyrosine

activateur du plasminogene de type urokinase
uridine diphosphoglucose dihydrogénase
vascular cell adhesion molecule-1
vascular lymphocyte antigen-1

vitesse de sédimentation
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POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET MACROPHAGE COLONY-

STIMULATING FACTOR (M-CSF) :
ETUDE PRELIMINAIRE DE 56 CAS.

RE E

La polyarthrite rhumatoide (PR) est un rhumatisme inflammatoire chronique,
caractérisé par une réponse immunitaire anormale d’éticlogie inconnue, dans un
contexte de susceptibilité génétique. L’'inflammation chronique de la synoviale est
liée a l'activation de plusieurs types cellulaires et a la production anormale de
médiateurs, notamment de cytokines. Parmi les acteurs cellulaires, les macrophages
jouent un role important sinon dans l'initiation, au moins dans la pérennisation
des lésions. Le M-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique qui régule la
survie, la prolifération et la différenciation des cellules de la lignée monocytaire-
macrophagique, mais aussi les fonctions des macrophages tissulaires. Il pourrait
ainsi jouer un rdle dans la physiopathogénie de la PR.

Patients, matériels et méthodes :

Le M-CSF a été dosé par technique immuno-enzymatique dans le sérum de 56
patients atteints de PR actives (46 en prospectif et 10 en rétrospectif) et de 30 témoins
souffrant d’arthrose symptomatique. Le dosage a également été réalisé dans 13
échantillons de liquide synovial de PR et 12 d’arthrose. Différents parametres
cliniques et biologiques ont été recueillis pour chaque patient au moment des
prélévements.

Résultats :

Le taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial est significativement
plus élevé dans le groupe PR que dans le groupe arthrose (p<0,001). Dans la PR, il
existe une corrélation entre taux de M-CSF dans le sérum et dans le liquide synovial,
absente dans l’arthrose. Le taux de M-CSF sérique n’est corrélé a aucun critére
clinique ou biologique d’activité de la PR. Cependant, il est plus élevé dans les sous-
groupes de PR avec facteurs rhumatoides et avec manifestations extra-articulaires.
Le taux de M-CSF dans le liquide synovial est corrélé a la VS et a ’anémie. Il est
aussi plus élevé dans le sous-groupe de PR avec facteurs rhumatoides. Aucune
relation n’a pu étre mise en évidence entre le taux de M-CSF et les différents
traitements de la PR et entre le taux de M-CSF et la prise d’anti-inflammatoires non
stéroidiens dans l’arthrose.

Conclusion :

Le M-CSF est nettement plus élevé dans la PR que dans l'arthrose. Il pourrait ainsi
participer au réseau de cytokines impliquées dans la physiopathogénie de la PR. Son
taux dans le liquide synovial semble étre un bon reflet de I'activité de la maladie. Le
taux sérique pourrait étre un facteur pronostique.

MOTS CLES:: Macrophage colony-stimulating factor
M-CSF
Facteur de croissance hématopoiétique
Polyarthrite rhumatoide
Arthrose
Inflammation




