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I. GENERALITES SUR LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

1. Présentation de la maladie.

La polyarthrite thumatoide (PR) se définit comme une maladie systémique chronique
d'étiologie inconnue dont la manifestation la plus sévere est la destruction progressive des
articulations. Elle constitue le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires chroniques: la PR
affecte en effet prés de 1% de la population adulte mondiale, soit environ 50 millions de
personnes, et un demi-million en France. Etant donné son caractere particulierement invalidant, la
PR est devenue de nos jours une cause importante de handicap. Elle est par ailleurs responsable

d'une réduction de l'espérance de vie de 5 a 10 années.

2. Historique de la PR.

En relation sans doute avec la complexité de 1'étiologie de la PR, 'origine historique de la
PR apparait assez controversée. En effet, les premiers écrits faisant références a des cas potentiels
de PR semblent difficiles a interpréter. Ainsi, alors que certains historiens ne voient en la PR
qu'une maladie au développement récent, décrite notamment depuis la thése de A. Landre-
Beauvais en 1800, d'autres font de la PR une maladie relativement ancienne, se référant
notamment a un cas probable de PR décrit par Soranus dés le deuxie¢me si¢cle de notre ¢re (1, 2)

ou a des descriptions paléopathologiques.

3. Diagnostic de la PR.

Le diagnostic de la PR repose sur une série de criteres édictés par I'American Rheumatism
Association (ARA). La premiere version de ces criteres fut publiée en 1958. Elle fut critiquée

pendant 30 ans (3) avant d'€tre révisée en 1987 (4). Désormais, un patient est déclaré atteint de PR



s'il satisfait au moins 2 quatre des sept critéres décrits tableau 1. Les critéres 1 A 4 doivent étre

constatés au moins pendants 6 semaines.

4. PR et arthrose.

Bien que l'arthrose débute par une altération du cartilage articulaire, contrairement a la PR
qui débute par une inflammation au niveau de la synoviale (hypothese que I'on privilégiera ici),
ces deux maladies semblent avoir des processus similaires dans leur progression. Dans l'arthrose,
suite 2 l'atteinte du cartilage, une synovite réactionnelle se développe le plus souvent. Dans la PR,
le pannus rhumatoide provoque une destruction secondaire du cartilage et de I'os. Par ailleurs,
I'évolution terminale d'une arthrite rhumatoide peut se faire par le développement de phénomenes
de type arthrosique (arthrite dite "vieillie"). Toutefois, nombre d'éléments permettent de distinguer

ces deux affections, souvent opposées de fagon schématique (tableau 2).

5. Pathogénie de 1a PR.

Le développement de la maladie au niveau de l'articulation (figure 1) se congoit
classiquement en trois phases successives.

Dans la premiére phase, un antigéne, encore inconnu de nos jours, atteint
spécifiquement 1a membrane synoviale par la circulation systémique. Cette antigéne initie une
réponse immunitaire localisée 2 la synoviale, avec notamment accumulation de lymphocytes T
CD4+ mémoires.

Dans la seconde phase, une inflammation chronique se développe dans la synoviale,
impliquant nombre de cellules infiltrantes et cytokines. Rapport a cette inflammation, une
prolifération cellulaire se développe, aboutissant 2 la formation d'une hyperplasie synoviale,
appelée pannus rhumatoide.

Dans la troisi¢me phase, une destruction du cartilage articulaire et de 1'os périarticulaire
se produit, provoquant des dégats et des déformations irréversibles de l'articulation. Trois types

d'agents effecteurs sont potentiellement responsables de la destruction articulaire de par la



sécrétion de médiateurs impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire: {1} agents
effecteurs de l'inflammation, {2} chondrocytes, {3} cellules synoviales du pannus rhumatoide.
Alors que la destruction articulaire dans la PR était décrite initialement comme un processus
essentiellement inflammatoire, les derni€res vues sur la pathogénie de la PR font désormais état
des cellules synoviales du pannus rhumatoide comme agents majeurs de la destruction du
cartilage. Ce dernier concept de la pathogénie de la polyarthrite rhumatoide constituant I'hypotheése

de départ de notre travail, celui ci sera développé en détail par la suite.

5.1. Agents prédisposants a la PR.

L'étiologie exacte de la PR reste encore de nos jours une inconnue. Néanmoins, des
facteurs immunogénétiques semblent prédisposer un individu & développer une PR. Comme dans
la plupart des maladies rhumatismales, la susceptibilité génétique est un membre important d'un
ensemble de trois type de facteurs impliqués dans la pathogénie d'une maladie. Comme le décrit la
figure 2, si la contribution génétique est un déterminant important de la susceptibilité d'un
individu a développer une maladie, elle n'agit pas seule. L'étude de concordance entre jumeaux
homo et dizygotes permet ainsi d'évaluer & 30% le role des facteurs génétiques dans le
déterminisme de la PR, le syst¢me HLA intervenant pour la moitié de ces facteurs génétiques. Des
contributions environnementales, notamment infectieuse (inconnues pour la plupart des maladies
rhumatismales dont la PR) et développementales doivent agir de concert avec les contributions
génétiques pour déclencher la maladie. A cause de cette nécessité d'interaction avec d'autres
facteurs étiologiques de la PR, la plupart des individus qui portent les génes connus de
susceptibilité a la PR ne développent pas cette maladie. En d'autres termes beaucoup d'individus
sont génétiquement "a risque” mais se trouvent en dehors de la zone d'intersection des trois types
de facteurs déclenchants.

La susceptibilité génétique d'un individu & développer une PR fait référence principalement
a la prévalence dans cette maladie des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe
II HLA-DR4 (DRB1*0101, 0401, 0404, 0405, 0408, 1001, 1406) et HLA-DR1 (5). Ces

différents génotypes, selon la population concernée, conduisent 2 la présence d'une séquence



connue d'acides aminés située sur le 3¢ segment hypervariable de la chaine . Cest la théorie dite
de 1'épitope partagé développée depuis 1987 par Gregersen et al. L'homo ou hétérozygotie pour
ces alleles dits de susceptibilité interviendrait en termes de sévérité de la maladie. Parmis les autres
facteurs actuellement connus, intervenant dans le déterminisme de la maladie elle-méme ou de sa
sévérité potentielle, on peut mentionner le role du polymorphisme de HLA-DQ, du TCRA (ACR
1996)

Le sexe de l'individu semble également jouer un rdle dans le déclenchement de 1a PR. La
PR est une des nombreuses maladies autoimmunes qui prédomine chez la femme puique le sex-
ratio femme/homme atteints de PR se situe entre 2 et 4. Bien que significatif ce chiffre n'est pas
aussi haut que ceux trouvés dans d'autres maladies autoimmunes comme le SLE (9:1) ou le

diabete de type 1 (5:1) (6).

5.2. Causes directes possibles de la PR.

Comme précédemment décrit, plusieurs facteurs génétiques prédisposent un individu a
développer une PR. De la méme fagon qu'il est improbable que toutes les bactéries ou virus
communs soient capables de provoquer une synovite polyarticulaire, il est improbable qu'un seul
agent environnemental (infectieux ou non infectieux) puisse déclencher la maladie. Une hypothese
est que plusieurs stimulus environnementaux, probablement des virus, infectent un individu, et
que, par l'intermédiaire de certains mécanismes, la réponse inflammatoire se focalise au niveau des
articulations. La synovite pouvant persister par la suite en 1'absence de l'agent étiologique puisque

le phénomene d'autoimmunité peut permettre a 1a maladie de se perpétuer.

5.2.1. Les Agents infectieux.

Les Bactéries.
Il n'existe pas de réelles données démontrant qu'une bactérie ou mycobactérie soit la cause

de la PR. Néanmoins, la similitude des modifications histopathologiques constatées au niveau des



articulations de malades atteints de PR et de maladie de Lyme (maladie provoquée par le spirochéte
Borrelia burgdorferi ) laisse ouverte la possibilité qu'un organisme soit 1'agent déclenchant de la
PR. L'identification dans la synoviale de chlamydia ou autres germes intracellulaires

(mycoplasmes) par biologie moléculaire peut conforter cette hypothése (ACR 96).

Virus d’ in-Bar.

Le role du virus d'Epstein-Barr (EBV) dans la PR est assez controversé. En effet, alors
que la fréquence de lymphocytes B infectés par EBV apparait anormalement élevée dans le sang
des malades atteints de PR. (7), chez les malades 4 PR précoce, le titre d'anticorps dirigés contre
un antigéne nucléaire associé 2 EBV ou un antigéne de la capside virale n'est pas élevé (8).
L'infection d'EBYV apparait donc plus une conséquence qu'une cause de la PR.

Néanmoins, certains autres faits semblent impliquer EBV dans la pathogénie de la PR. En
effet, une étude a démontré des niveaux plus élevés d'anticorps contre les antigénes d'EBV chez
des malades atteints de PR que chez des individus sains (9, 10). Une autre étude a mis en évidence
un lien moléculaire entre HLA-DR4 et DR-1 et la glycoprotéine gp110 d'EBV. Ainsi des individus
a sérologie positive pour la gp110 ont des anticorps dirigés contre 1'épitope (QKKAA) se trouvant
sur les sous-groupes d'HLA-DR4 (Dw4 et Dw14) et sur DR1 et qui ont une susceptibilité a la PR
(11, 12). A partir de 13, on pourrait en déduire que la reconnaissance par les lymphocytes T
d'épitopes A'EBV chez des individus 28 HLA-Dw4, HLA-Dw14, ou HLA-DR1 menerait au
développement d'une PR, alors que chez les individus aux alléles HLA de classe II autres, aucune
réaction croisée avec les protéines dEBV n'existerait. Toutefois, une étude récente en terme de
PCR, hybridation in situ, sérologie et immunohistochimie faites sur un grand nombre d'individus

n'a pu établir une quelconque relation entre PR et virus d'Epstein-Barr (ACR 1995).

Le Parvovirus

Bien que le parvovirus ait été détecté au niveau de cellules synoviales de différents
individus atteints de PR, mais pas d'individus atteints d'une simple arthrose, on ne peut étre
certain qu'il soit un agent initiateur possible de la PR. Bien que I'on dénote deux cas de PR

précoce avec infection récente par le parvovirus humain B19, ceux-ci restent des cas anecdotiques:



sur un total de 69 individus atteints de PR, seuls quatre étaient infectés par le parvovirus au début

de leur PR (13).

Vir LV-1 q Vir
Les souris transgéniques pour HTLV-1 montrent une inflammation synoviale associée a un
pannus érosif (14). L'expression transcriptionnelle de HTLV-1 dans les articulations affectées de
ces souris transgéniques se trouve étre cinq a dix fois plus forte que chez des souris transgéniques
contrdles. De plus, Tax, un activateur transcriptionnel cod€ par le virus, est également exprimé au

niveau de ces articulations. HTLV-1 pourrait donc étre un agent déclenchant de la PR.

5.2.2. Les protéines de choc thermique.

Ces protéines sont produites par les cellules de toutes espéces en réponse au stress. Les
HSP faciliteraient le "folding" et la translocation des protéines ayant un role protecteur vis a vis
des blessures occasionnées notamment par la chaleur, les bactéries ou encore les radicaux libres. I
existerait en l'occurence des liens entre ces protéines de choc thermique (HSP) et 1a PR. En effet,
certains malades atteints de PR ont des niveaux €élevés d'anticorps anti HSP de mycobactérium
(15), en particuler dans le liquide synovial (16). De plus des lymphocytes T spécifiquement
dirigés contre des HSP de mycobactéries sont présents dans les liquides synoviaux rhumatoides
(17). Ces HSP posseédent des séquences d'amino-acides bien conservées: certaines HSP de
Mycobacterium tuberculosis ont 65% d'homologie de séquence avec les HSP humaines. Une
réaction croisée entre les épitopes des HSP humaines et ceux des bactéries pourrait étre un élément
important de la pathogénie de la PR en entretenant la réaction inflammatoire au niveau de la

synoviale.

5.2.3. Le collagéne de type II.

La découverte que le collageéne de type II pouvait causer de 1'arthrite chez certaines lignées

de rats ou des souris a permis de mettre en évidence un épitope immunogénique et arthritogénique



majeur de la molécule de collagéne type II (18). Mais dans la PR humaine, on s'accorde a penser
que la production d'anticorps dirigés contre le collagéne de type II n'est pas la cause de cette
maladie, mais une conséquence qui amplifie sans doute la réponse inflammatoire. Des anticorps
monoclonaux contre la forme native du collagéne type II réagissent au niveau de la synoviale
invasive 2 la jonction pannus-cartilage (19). Ces anticorps ne se retrouvent pas au niveau du
cartilage d'individus atteints d'arthrose (20). Le sérum des malades rhumatoides contient un titre
d'anticorps dirigé contre la forme dénaturée du collagene type II. plus élevé que chez les individus
contrdles (21); cependant, il n'y a pas de différence notable dans les titres d'anticorps dirigés
contre la forme native du collageéne type II. Ceci suggere que la forme dénaturée générée par la
destruction du tissu connectif sert bien d'agent immunogeéne. A noter par ailleurs, les résultats
controversés du traitement de la PR chez I'homme par le collagéne de type II (induction de

tolérance orale)

5.2.4. Les facteurs rhumatoides,

Les facteurs rhumatoides (RF) sont des autoanticorps dirigés contre la partie Fc des IgG.
Les facteurs rhumatoides ne sont pas spécifiques de la PR. Ils sont détectés dans la sérum
d'individus atteints d'autres maladies rhumatismales et autres maladies inflammatoires chroniques,
ainsi que chez des individus apparemment normaux (22). Néanmoins, le titre de RF reste plus
élevé chez les individus atteints de PR que chez les individus non rhumatisants. Le role des RF
dans la PR reste encore obscure: sont-ils des agents déclenchants ou effecteur de la PR.
L'hypothése la plus répandue fait référence & une contribution des RF a 1'amplification de la
synovite rhumatoide au travers de l'activation du complément et de la formation de complexes
immuns qui sont phagocytés par les neutrophiles dans le liquide synovial. Est-il possible,
cependant, que les RF jouent un réle majeur dans 1'étiologie de la PR?, qu'une réponse immune
impliquant les lymphocytes T se développe contre les IgG?, et qu'aucun agent infectieux ou autre
stimulation antigénique ne soit nécessaire au déclenchement de la PR? Certaines données le
laissent penser. Les RF des PR apparaissent hétérogenes (23, 24). Ils contiennent des chaines

lourdes et 1égeres se répartissant parmi tous les sous-groupes de régions variables et toutes les



classes IgM, IgG, IgA. L'analyse des différentes séquences montrent que ces RF sont issues de
multiples clones lymphocytes B, dont les génes codant les immunoglobulines ont subit beaucoup
de mutations somatiques. Tous ces résultats sont caractéristiques d'une réponse immune antigéne
dépendante et conduite par les lymphocytes T. La réponse autoimmune anti IgG pourrait donc étre

un facteur déclenchant de 1a PR.

5.3. Migration des lymphocytes T dans la synoviale rhumatoide.

Une inconnue majeure dans la pathogénie de la PR est la raison pour laquelle
I'inflammation débute et perpétue dans les articulations, sans impliquer la plupart du temps
d'autres organes. Cette spécificité de 'inflammation pour la synoviale pourrait s'expliquer par
l'anatomie unique en son genre de l'articulation dialthrodiale (figure 1).

L'expression de molécules d'adhésion par les cellules endothéliales et de ligands
complémentaires 2 la surface des leucocytes circulants semblent jouer un rdle crititique dans la
détermination du site d'émigration leucocytaire et la nature des leucocytes migrant dans le tissu
inflammatoire. La reconnaissance leucocytes-cellules endothéliales requiert au moins trois étapes:
{1} adhésion transitoire, {2} activation des leucocytes, {3} liaison stable en rapport avec 1'état
d'activation des leucocytes, suivie d'une trans-migration (25). L'interaction leucocytes cellules-
endothéliales est déterminée par des combinaisons bien spécifiques molécules d'adhésion-ligand,
interaction se produisant & chacune des étapes. Il semble que la combinaison sélectine-ligand
carbohydrate régisse 1'étape d'adhésion transitoire pour les neutrophiles (26, 27). De fait, une
expression constitutive de la sélectine ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion molecule type 1),
et expression accrue aprés exposition a 1'IL-1 (interleukine-1) (28), a été démontrée chez les
cellules endothéliales issues de malades polyarthritiques.

L'interaction de LFA-1 (leucocyte function associated antigen 1) avec son ligand ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) joue, elle, probablement un rdle clé dans la migration
transendothéliale des lymphocytes T (29). ICAM-1 est aussi exprimée par les cellules

endothéliales de malades rhumatoides, et sujet & une régulation par I'IL-1 (28). Il a été également



démontré que l'interaction VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) avec son ligand vasculaire
VLA-1 (very late antigen 4) prédomine dans la liaison stable des lymphocytes T avec les cellules
transendothéliales exposées a 1'IL-1, alors que l'interaction LFA-1-ICAM apparait déterminant
pour la transmigration des lymphocytes T (30).

La prédominance des lymphocytes T mémoires dans la synoviale rhumatoide est pense-t-
on le reflet d'une activation in situ des lymphocytes T. L'expression accrue des intégrines (y-
compris VLA-4) a la surface des lymphocytes T mémoires (CD45RO+) par rapport aux
lymphocytes vierges (CD45RO-), pourrait pourtant amener une migration sélective des cellules
mémoires dans la synoviale rhumatoide. En effet, les lymphocytes T CD45RO+ adhérent mieux
aux cellules endothéliales que les CD45RO- (31). La rétention de ces cellules dans la synoviale est
probablement renforgée par I'interaction qui s'en suit entre les molécules d'adhésion et les ligands
moléculaires de la matrice tels que VLLA-4 et fibronectine. La libération de cytokines telles que IL-1
et IL-8 avec l'augmentation de l'expression des molécules d'adhésion qui s'en suit sur les cellules
endothéliales favorise la liaison et transmigration des cellules T mémoires dans la synoviale
rhumatoide. II se peut donc qu'une fraction non négligeable des lymphocytes T s'infiltrant dans la
synoviale soit des lymphocytes T initialement quiescents. Cette possibilité peut expliquer la
difficulté que 1'on a & détecter les cytokines directement dérivées des lymphocytes T dans la

synoviale, comme 1'IL-2 (voir partie & venir traitant des cytokines) dans la PR.
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environnementaux

Facteurs génétiques

MALADIE

Figure 2. Illustration schématique du rdole des facteurs génétiques dans la
susceptibilité d'un individu a développer ume maladie autoimmune comme la

PR, et interactions avec les autres facteurs déclenchants.
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Critére

Définition

Raideur matinale

Arthrite au niveau d'au moins trois
articulations

Arthrite des articulations de la main

Arthrite symétrique

Nodules rhumatoides

Facteurs rhumatoides dans le sérum

Signes radiographiques

Raideur matinale au niveau des articulations
au moins pendant 1 heure avant de constater
une nette amélioration

Au moins trois zones articulaires voient un
gonflement de leur tissu mou ou une
accumulation de liquide. Les 14 articulations
possibles sont (droite ou gauche) celles des
métacarpophalangiennnes, interphalangiennes
proximales, poignet, coude, genou, cheville et
métatarsiennes

Au moins une zone articulaire enflée comme
décrit au dessus dans les articulations des
poignets, des métacarpophalangiennnes et des
interphalangiennes proximales

atteinte simultanée des mémes zones

articulaires sur les deux cotés du corps

Nodules sous cutanés

Démonstration d'un taux pathologique de
facteur rhumatoide dans le sérum.

Signestypiques de la PR au niveau des
articulations de la main et du poignet, devant
inclure érosion et raréfaction osseuse.

Tableau 1. Critéres révisés 1987 de 1' ARA pour la classification de la

polyarthrite rhumatoide.
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Polyarthrite rhumatoide

Arthrose

Age de survenue

Facteurs prédisposants

Symptomes précoces

Articulations

impliquées

Anomalies physiques

Anomalies
radiologiques

Anomalies sanguines

Enfance et adultes - pic entre
50 et 60 ans.

HLA-DR4, DR1

Raideurs matinales
Réveils nocturnes

Articulations des MCP,
poignets, interphalangiennes
et presque jamais les
articulations des

interphalangiennes distales

Synovite-arthrite et
déformations spécifiques

Ostéopénie périarticulaire,
érosions marginales

Vitesse de sédimentation
élevée, anémie, facteurs
rhumatoides et autres

autoanticorps

Augmente avec l'dge
Traumatisme, malformations
congénitales

Les douleurs s'accroissent
tout au long de la journée, et
avec le travail

Articulations supportant les

charges (hanches, poignet):
atteinte des IPP et des IPD

déformations progressives

Sclérose sous-chondrale,
ostéophytes

Aucune

Tableau 2.
1' arthrose.

Facteurs pour différencier
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II. TRANSFORMATION CELLULAIRE ET POLYARTHRITE RHUMATOIDE

1. Introduction.

Bien que les stades initiales et d'états de 1a PR puissent impliquer des processus distincts,
l'articulation affectée de patients symptomatiques exhibe de fagon caractéristique les manifestations
de trois phénomenes pathobiologiques (figure 3):

L'inflammation apparait €tre 3 la base de la douleur articulaire et de plusieurs
manifestations systémiques. Un grand nombre de médiateurs inflammatoires comme les
métabolites de 1'acide arachidonique, certaines amines vaso-actives, et neuropeptides ont €té
identifiés dans les articulations rhumatoides. Des cytokines telles que le TNF-a (Tumor Necrosis
Factor-alpha), I'IL-1 et 1L-6 sont particulierement impliquées dans la génése de la synovite
rhumatoide (32).

Une réponse cellulaire et humorale anormale représente une autre marque de la
PR. Des autoanticorps, tels les facteurs rhumatoides ou anticorps dirigés contre le collagéne de
type II sont souvent présents. De plus, une accumulation de lymphocytes T, particulierement ceux
exprimant le phénotype mémoire CD4+, CDw29, se produit au niveau de la synoviale. Certains de
ces lymphocytes expriment des marqueurs d'activation a leur surface.

L'hyperplasie synoviale (appelée aussi pannus) est caractérisée par des cellules

synoviales proliférantes d'apparence transformée (33), et d'une infiltration de macrophages (34).

® médiateurs

inflammatoires.

* autocanticorps

Réponse
immune

Inflammation

- Cﬁt_okines  cellulaire et collagene i ‘
IL-6 (humorale e lymphocytes T
TNF-alpha C + memoires

Hyperplasie
synoviale
(transformation
cellulaire)

e cellules fibroblastiques
; Qﬂ apparence transformee
° r.e.l.lul.%s_

macrophagigques

Figure 3. Interaction de trois phénoménes pathobiologiques au niveau de
1'articulation rhumatoide.
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2. Role des cellules synoviales du pannus dans la pathogénie de la

polyarthrite rhumatoide.

L'interaction exacte de ces trois types de phénomenes dans l'articulation rhumatoide reste
encore a établir. Il conviendrait ainsi de pouvoir répondre a la question suivante: quelle est I'étape
initiale dans la pathogénie de la PR? L'association de certaines molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe II avec la PR a ainsi été démontrée & maintes reprises (voir
partie précédente présentant la PR). Comme ces molécules du CMH de classe II sont connues
pour leur rdle dans la présentation restreinte de peptides antigéniques aux lymphocytes CD4+
(35), dans la constitution du répertoire des récepteurs des lymphocytes T CD4+ (36), ainsi que
dans la présentation des superantigénes a ces lymphocytes TCD4+ (37), le lymphocyte T est
présumé jouer un role clé dans la pathogénie de la PR. Harris, par exemple, associe directement
les lymphocytes T avec le "stadel" de la PR (38).

Au contraire, Firestein et Zvaifer remettent en cause 'importance des lymphocytes T dans
I'initiation de la PR en argumentant que le nive=u de lymphokines spécifiques aux lymphocytes T
(IL-2, IL-3, IL-4, IFN-y (Interféron-gamma, TNF-B) détectées dans I'articulation rhumatoide est
négligeable (39). Certains éléments laissent & penser que la destruction du cartilage dans la PR
pourrait d'abord s'effectuer au travers de voies indépendantes de l'inflammation classique.
Notamment, il a été démontré une non corrélation de la présence de fragments de collagene type II
dans les phagocytes synoviaux avec le nombre de leucocytes du liquide synovial (40). De maniére
plus notable encore, chez les souris MLR/], souris développant spontanément une arthropathie de
type PR, la destruction initiale de I'os et du cartilage articulaire se produit essentiellement en
absence d'infiltration de cellules inflammatoires, incluant lymphocytes et leucocytes polynucléaires
(41-43). De méme la souris transgénique c-fos développe une arthrite destructive sans infiltration
de lymphocytes (44). Le développement d'une PR sans infiltration lymphocytaire a également été
reporté chez un "sidéen" (ACR). De telles données releguent donc l'infiltration lymphocytaire 4 un
role secondaire dans la pathogénie de la destruction des articulations dans la PR. En fait, les
expériences d'hybridation in situ affirment bien le réle des cellules synoviales du pannus dans la

pathogénie de la PR: en mé€me temps que les cytokines produites par les lymphocytes sont
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diminuées dans la PR, les cytokines générées par les macrophages et fibroblastes se trouvent

augmentées (tableau 3).

. Niveau de production dans la synoviale
Sources cellulaires

rhumatoide
Lymphocytes T
Interleukine-2 )
Interleukine-3 )
Interleukine-4 )
Interleukine-6 )
Interféron-gamma )
TNF-alpha )
TNF-béta )
GM-CSF )
Macrophages
Interleukine-1 +++
Interleukine-6 +
Interleukine-8 ++
TNF-alpha ++
M-CSF +
GM-CSF +
TGF-béta ++
Interféron-alpha +
Fibroblastes
Interleukine-6 et
GM-CSD +
FGF +

Tableau 3. Niveau de production des cytokines synoviales dans la polyarthrite

rhumatoide selon la source cellulaire. "-", moins que la normale; "+", plus que la

normale(4)5).
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Des éléments sans cesse plus nombreux font désormais référence aux cellules du pannus
rhumatoide en tant qu'agent primaire de la destruction des articulations rhumatoides. En effet,
dans la PR, 1'érosion typique du cartilage articulaire apparait essentiellement au niveau des zones
contigiies au front de cellules synoviales proliférantes d'apparence transformée qui constituent
I'hyperplasie synoviale, ces cellules étant en fait directement attachées au cartilage articulaire (33).
Ces données suggerent que les cellules synoviales du pannus rhumatoide lib¢rent des enzymes
capables de dégrader la matrice extracellulaire, en particulier le collagene du cartilage et de l'os.
Certaines études récentes étayent parfaitement cette hypothése en mettant en avant le rdle des
cystéine protéases (46, 47) et des métalloprotéases (48) dans la destruction de l'os et du cartilage
de l'articulation rhumatoide.

L'apparente faculté de ces cellules synoviales proliférantes a reproduire le processus
classique d'invasion tumorale, c'est & dire adhésion a la matrice extracellulaire et "protéolyse”
(49), suggére qu'un processus analogue 2 la transformation cellulaire néoplasique se produit dans

les cellules synoviales du pannus rhumatoide.

3. Caractere transformé des cellules synoviales du pannus.

Les observations histomorphologiques ont démontré que la destruction des structures du
cartilage articulaire constatée classiquement dans la PR est directement liée a la présence de cellules
synoviales proliférantes. Ces cellules, d'origine mésenchymateuse, s'organisent en un pannus
dont le front est invasif et destructeur. L'examen ultrastructural de ces cellules synoviales
proliférantes démontre une morphologie transformée caractérisée par un large noyau & multiples
nucléoles et un cytoplasme trés abondant (33). La notion de transformation introduite dans la PR
sur la base de la morphologie et du type de croissance de ces cellules se voit confirmer, et méme
amplifier, par certains éléments qui font passer le phénomene de transformation d'une position
plutdt marginale et secondaire dans la pathogénie de cette maladie a une position majeure. En effet,
comme l'illustre la figure 4, on peut parler de transformation complete, et donc signifier un

processus de tumorigénese, en ce qui concerne les cellules du pannus synovial, puisque ces
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cellules en plus de leur prolifération acquitrent une capacité a reproduire deux étapes
importantes du mécanisme d'invasion tumorale: interactions avec la matrice
extracellulaire et protéolyse (49). Ainsi on peut observer l'adhésion de ces cellules
synoviales d'apparence transformée a la matrice du cartilage en cours d'érosion (33). De méme,
on peut détecter au niveau des zones €rodées de 'articulation rhumatoide, a la jonction pannus-
cartilage, les métalloprotéases (collagénase et stromelysine), ainsi que les cystéine protéases
(cathepsines B et L), enzymes protéolytiques capables de dégrader les composants de 1a matrice
extracellulaire du cartilage et de 1'os (tableau 4). L'expression marquée d'oncogeénes comme ras,
fos ou c-myc, la détection de séquences rétrovirales ou le faible taux de cellules apoptotiques
détéctées dans la synoviale rhumatoide sont autant de faits qui plaident en la faveur d'un
phénomene de transformation dans la PR ((50) et troisi¢me partie de ce mémoire traitant de

l'activation oncogénique dans la PR).

Prolifération

2

Phénotype transformé des
cellules synoviales de type
fibroblastique du pannus
rhumatoide

Expression Adhésion au
d'oncogénes @ [:} cartilage
(ras, fos, myc) articulaire

Expression et sécrétion d'enzymes protéolytiques
» collagénase et stromelysine
» cathepsines B et L

Figure 4. Expression d'un phénotype transformé par les cellules synoviales
rhumatoides.
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Composants de la Cystéine protéases Métalloprotéases interstitielles

matrice extracellulaire ~ Cathepsine B Cathepsine L Collagénase Stromelysine
(MP1) (MP3)
Collagene de type 1 + + + +
IT + + + +
I + + + 0
v + + 0 +
v + + 0 +
VI ND ND ND ND
VII ND ND + +
VIII ND ND + ND
IX + + ND +
X ND ND + +
XI + + ND +
Laminine + + 0 +
Fibronectine + + 0 +
Protéoglycanes + + 0 +
Elastine + + 0 +

Tableau 4. Spécificité de dégradation des composants de la matrice
extracellulaire.de 1' os et du cartilage par les métalloprotéases et cystéine protéases
in vitro. "ND", non déterminé; "+", activité; "-", pas d'activité (51).

3.1. Métalloprotéases: collagénase (MP1) et stromelysine (MP3).

La métalloprotéase collagénase (MP1), capable de cliver la triple hélice de 1a molécule du
collagene intersticiel I a III natif, est un élément majeur de la dégradation de la matrice de
ostéocartilagineuse dans la PR (52). Cette collagénase intersticielle fut décrite il y a quinze ans 2 la
jonction pannus rhumatoide-cartilage en regard des zones érodées du cartilage articulaire (53).
Plus récemment, la collagénase fut détectée dans les cellules synoviales proliférantes du front du
pannus lors du stade initial de 1'arthropathie chez la souris MRL/1 (48). Certaines études in vitro
ont démontré la capacité de bon nombre de cellules & exprimer cette collagénase de type
fibroblastique: fibroblastes, macrophages, ostéoblastes, chondrocytes, cellules épithéliales, et

méme cellules endothéliales (54). Cependant, des études en hybridation in situ ont indiqué que la
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production des métalloprotéases dans la PR se localisait essentiellement au niveau des cellules de
la bordure synoviale (55).

La stromelysine (MP3), autre métalloprotéase susceptible de dégrader la matrice, est
également détectée dans le tissu synovial rhumatoide (56, 57). Cette enzyme est homologue de la
transine, une protéine dont l'expression est associée a la transformation et I'invasion du tissu dans
les tumeurs (58).

Le fait que ces métalloprotéases aient une activité optimum au pH physiologique neutre,
et que l'expression de leurs inhibiteurs (les TIMPs) dans la synoviale rhumatoide apparaissent
moins intense que leur propre expression explique l'interét premier porté sur ces enzymes dans la

PR (59).

3.2. Cystéine protéases: cathepsines B et L.

Si les métalloprotéases comme la collagénase et la stromelysine ont jusqu'ici retenues la
plus grande attention eu égard a leur réle potentiel dans la dégradation du cartilage, plusieurs
observations suggerent une réelle contribution des cystéine protéases lysosomiales, cathepsine L et
cathepsine B au niveau des processus de dégradation dans la PR. Les cathepsines B et L sont
capables de dégrader in vitro les collagenes de type I, II, IX, XI (60), ainsi que les protéoglycanes
(61), deux éléments fondamentaux de la matrice extacellulaire de 1'os et du cartilage. La cathepsine
B a été détectée dans des explants de synoviale rhumatoide et dans les milieux de culture (62). De
plus, Van Noorden a montré que dans le cas d'arthrites induites chez le rat il existe une
augmentation conséquente d'une activité cathepsine B au niveau des synoviocytes et de la matrice
du cartilage articulaire (63). Le traitement de ces rats avec un inhibiteur spécifique de la cathepsine
B réduit significativement les dommages causés au cartilage. La cathepsine L a aussi été décrite
comme intervenant dans les processus de dégradation de 1'os et du cartilage. Dans 1'arthrite
expérimentale du lapin, Etherington a démontré une augmentation du niveau de cathepsine L dans
la membrane synoviale (64). Le role potentiel des cathepsines B et L dans la dégradation de la

matrice extracellulaire articulaire dans la PR a été également suggéré par Trabandt lorsqu'il a mis
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en évidence un haut niveau des messagers de ces deux cathepsines dans les cellules synoviales,
ainsi qu'une immunolocalisation de ces deux mémes protéases dans les cellules du tissu synovial
au site de destruction de l'os et du cartilage (46, 47).

D'autres études ont démontré que la rigidité compressive du cartilage se trouve
significativement réduite quand la portion des protéoglycanes du cartilage articulaire est dégradée
par les cathepsines lysosomiales (65). Ceci laisse & penser que l'action des cathepsines pourrait
accélérer le processus de dégradation en déstabilisant les aggrégats de protéoglycanes et les fibres
de collagéne dans l'articulation rhumatoide, et par la méme compléter 1'action de la collagénase
qui, si elle est considérée comme 1'élément majeur de la destruction de l'articulation rhumatoide

(52), n'a qu'un effet limité sur la rigidité compressive du cartilage (66).

4. Transformation cellulaire et cytokines.

Les cytokines, incluant facteurs de croissance et interleukines, sont généralement
considérées comme d'importants médiateurs de 1'inflammation et de la destruction des articulations
dans la PR. L'IL-1 (67, 68), le TNF-a (69), I'TFN-y (70, 71), le PDGF (Platelet Derived Growth
Factor), le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) (72), et le TGF-B (Transforming growth
factor) (73) sont les principales cytokines présentes dans le liquide synovial d'individus atteints de
PR. L'IL-1, le TNF-« (74) et le bFGF (75) ont également été détectées dans le tissu synovial 2 la
jonction pannus-cartilage. Ces cytokines sont probablement impliquées dans phénotype
transformé et destucteur des cellules synoviales de type fibroblastique du pannus rhumatoide. En
effet, IL-1, TNF-a,, PDGF, bFGF, IFN-y et TGF—P ont montré dans différentes études induire in
vitro plusieurs caractéristiques du phénotype transformé pathologique des cellules synoviales de
type fibroblastique exprimé dans le tissu rhumatoide in vivo (figure 5). Néanmoins, la
régulation par les cytokines de 'expression et de la sécrétion des cathepsines B et L reste encore

treés mal caractérisée dans le cadre de la PR.
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INTERLEUKINE-1

Source: monocytes/macrophages

L'IL-1 stimule 'expression et la sécrétion de la collagénase et de la stromelysine, ainsi
que de la prostaglandine Ej par les cellules synoviales de type fibroblastique (76, 77). Notre
groupe a précedemment démontré les capacités de I'IL-1 a stimuler la sécrétion d'une activité
cystéine protéase de type cathepsine B (78). L'IL-1 semble aussi étre un agent effecteur de la

prolifération des cellules synoviales (79).

TUMOR NECROSIS FACTOR-ALPHA

Source: monocytes/macrophages

Le TNF-o est essentiellement produit par les monocytes/macrophages. Le TNF-o a des
effets similaires 4 I'IL-1 in vitro puisqu'il stimule chez les cellules synoviales de type
fibroblastique la sécrétion de la collagénase et de la prostaglandine E2 (80), ainsi que d'une activité
cystéine protéase de type cathepsine B (78). De méme, il semble stimuler la prolifération cellulaire
(79). Sa surexpression par des souris transgéniques provoque une arthrite destructrice,

comparable 2 la PR chez I'homme (81).

PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR

Source: macrophages, cellules endothéliales

Le PDGEF stimule 1a croissance avec ou sans ancrage des cellules synoviales de type
fibroblastique (82). Ce mode de croissance apparait fortement associé a la croissance cellulaire
transformée, ce qui laisse & penser que le PDGF, ou un facteur similaire, est en partie responsable

de la croissance de type tumoral du tissu synovial (83).

BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR _
Source: macrophages, cellules endothéliales, fibroblastes

Le bFGF stimule la prolifération des cellules synoviales de type fibroblastique in vitro

(84).
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INTERFERON-GAMMA

Source: lymphocytes T, cellules NK

L'TFN-y stimule I'expression des molécules du CMH de classe II des cellules synoviales
de type fibroblastique (85). L'TFN-y inhibe I'effet stimulant du TNF-a sur la prolifération et la

sécrétion de la collagénase (79).

TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA
Source: macrophages, lymphocytes T, fibroblastes

Le TGF-B a un effet modérateur sur la dégradation de la matrice extracellulaire. Ainsi, il

induit la transcription des génes du collagéne et de la fibronectine, ainsi que la sécrétion

d'inhibiteurs de protéases. Dans le méme temps, le TGF-B réprime le phénotype transformé et

destructeur des cellules synoviales dans la PR: il inhibe non seulement l'expression de la

collagénase stimulée par I'IL-1 et le TNF-a, mais inhibe aussi partiellement la croissance cellulaire

sans ancrage (82, 86).
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Figure 5. Régulation du phénotype transformé des cellules synoviales de
type fibroblastique (FS) par les diverses cytokines présentes dans la
synoviale rhumatoide. ("-", effet inhibiteur).
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Bien que les cytokines aient d'importantes fonctions dans les processus cellulaires
normaux, une production excessive ou une inhibition inadéquate au niveau de la synoviale
rhumatoide pourraient les impliquer directement dans la pathophysiologie de la PR. De par leurs
capacités a réguler les interactions cellulaires, les cytokines apparaissent en tous les cas les
éléments le plus a3 méme a effectuer le lien entre les deux grands processus pathologiques
intervenant au niveau des articulations rhumatoides: inflammation." et transformation" des
synoviocytes du pannus rhumatoide. La figure 6 décrit un modele hypothétique de contrdle
paracrine des cellules synoviales de type fibroblastique par les cytokines issues du processus
inflammatoire. Dans ce modele, les cellules présentatrices d'antigénes stimulent les lymphocytes T
a sécréter I'[FN-vy et autres cytokines, qui ont pour effet de stimuler a leur tour les macrophages a
synthétiser et sécréter 1'IL-1, le TNF-o ou encore le PDGF et bFGF. La présence de ces cytokines
inflammatoires au niveau du tissu synovial rhumatoide engendrerait chez les cellules synoviales de
type fibroblastique un phénotype que 1'on peut considérer comme transformé et invasif de par

leurs capacités nouvelles a proliférer et & sécréter des enzymes protéolytiques.

PDGF
FGF TNF-o
IL-1

Fibroblastes Chondrocytes

Prolifération \ /

Production de protéases :
Cartilage articulaire collagénase, stromelysine,
cathepsines B et L

Figure 6. Cytokines et interactions cellulaires dans la synovite
rhumatoide. Macrophages, lymphocytes T, et fibroblastes sont des cellules
toutes présentes dans le pannus rhumatoide.
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Premieére partie:

REGULATION PAR LES CYTOKINES DE
L'EXPRESSION ET DE LA SECRETION DES
CATHEPSINES B ET L CHEZ LES CELLULES
SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE
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1. GENERALITES SUR LES CATHEPSINES B ET L

1.1. Traffic intracellulaire des cathepsines B et L.

Dans des conditions non pathologiques, la localisation des cathepsines est généralement
intracellulaire, et plus précisément le compartiment endosomal/lysosomal. Le pH acide des
lysosomes (pH 5-6) permet aux cathepsines B et L d'exercer de maniére optimale leur rdle au
niveau du "turnover” des protéines intracellulaires (87). Ces deux cathepsines jouent également
un rdle au niveau du "processing"” de certaines protéines comme celle du CMH de classe II (88,
89). Dans des conditions pathologiques, ces protéases lysosomiales peuvent se retrouver dans le
milieu extracellulaire, comme il semble que ce soit la cas dans la PR.

Les cystéine protéases cathepsines B et L sont synthétisées sous forme de précurseurs
inactifs de haut poids moléculaire, avant d'étre activées sous leur forme mature dans le
compartiment lysosomal. Un modele de traffic intracellulaire des cathepsines B et L est présenté a
la figure (7). Les cathepsines B et L sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique sous
forme de prépropeptide contenant dans la partie amino-terminale un peptide signal ("pré") et un
peptide d'activation ("pro"). Apres clivage du peptide signal (17 acides aminés) a leur entrée dans
le réticulum endoplasmique, et selon leur séquence nucléotidique, les procathepsines B et L
seraient des protéines respectivement de 36 kDa (90) et 35 kDa (91). Le propeptide subit ensuite
des glycolysations dans ce méme réticulum endoplasmique puis dans l'appareil de Golgi. Au
niveau du cis-Golgi, le marqueur mannose 6-P (Man-6P) est synthétisé sur la proenzyme. A leur
arrivée dans le trans-Golgi, les procathepsines B et L sont des glycoprotéines respectivement
d'environ 46 kDa et 39 kDa, ces tailles étant sujettes & variations suivant le type cellulaire
(fibroblastes ou cellules épithéliales) ou l'espece (humaine ou murine) (78, 92-95). C'est au
niveau du trans-Golgi que le devenir de la proenzyme se décide. La premiére possibilité est la
voie de sécrétion constitutive: elle permet a la procathepsine B de 46 kDa et la procathepsine L de

39 kDa d'étre dirigées vers le milieu extracellulaire & partir du trans-Golgi. Cette voie par défaut
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reste cependant une voie trés mineure dans le traffic intracellulaire des cathepsines. Ainsi seul 5%
de la cathepsine B chez des fibroblastes humains d'origine dermique se retrouvent dans le milieu
extracellulaire sous forme immature (92). De méme 11% de la cathepsine L nouvellement
synthétisée chez les fibroblastes NIH3T3 de souris sont sécrétées (96). En fait, pour la plus
grande partie, les procathepsines B et L sont sélectivement dirigées vers les lysosomes apres
avoir été "sélectionnée” par les récepteurs Man-6P au niveau du trans-Golgi. C'est la voie
majeure de transport des cathepsines B et L, et des protéases lysosomiales en général. La
proenzyme subit alors au niveau du compartiment lysosomal un processus protéolytique visant a
son activation. Cette activation se fait notamment par le clivage du peptide d'activation. La forme
mature simple chaine de 1'enzyme qui en résulte peut étre transformée en une forme mature
double chaine de I'enzyme par clivage assymétrique. La taille de la forme mature simple chaine
respectivement des cathepsines B et L se situe en régle générale autour de 33 kDa et 29 kDa. Celle
des formes doubles chaines respectivement des cathepsines B et L est d'environ 27 kDa et 20 kDa

pour la chaine lourde et 5 kDa pour la chaine légere (78, 92, 94, 95, 97).

1.2. Cathepsines et transformation cellulaire.

L'accroissement de 1'expression et de la sécrétion des cathepsines, ainsi qu'une altération
de leur distribution intracellulaire est souvent décrite dans les cas de transformation maligne chez
les humains et les rongeurs. Ainsi une augmentation de l'expression de la cystéine protéase
cathepsine L (au niveau de 'ARNm et de la protéine) et de la sécrétion de son précurseur
(procathepsine L ou MEP major excreted protein) a été observée chez les fibroblastes murins
NIH3T3 transformés par les esters de phorbol (98, 99), les facteurs de croissance (100-102), les
virus (96, 99, 103) ou la transfection avec l'oncogéne ras (91, 104). Dans le cas de tumeurs
humaines du colon, une corrélation entre la caractére malin et la sécrétion de la forme mature de la
cathepsine L, plutdt que la forme immature, a été établie (105). De la méme maniere, la sécrétion
de la cystéine protéase cathepsine B se trouve €tre directement associée au caractére malin du

carcinome humain du sein (106-108). La sécrétion de la forme mature de la cathepsine B (105,
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106) ou de la forme immature procathepsine B (107-110) accompagne la progression maligne des
tumeurs humaines ou animales. L'augmentation de la sécrétion de la cathepsine B se trouve
souvent corrélée a sa distribution au niveau de la membrane plasmique ou des endosomes. Ce
phénomene se retrouve aussi bien dans les tumeurs humaines ou animales, que chez les cellules
transformées (pour revues voir (111, 112)). Un accroissement des transcrits de la cathepsine B a
été reporté chez les fibroblastes NIH3T3 transformées par ras (113, 114), ainsi que dans les

tumeurs humaines et animales (97, 110, 115).

1.3. Cathepsines B et L dans la PR.

Le phénotype de la cellule synoviale dans la PR s'apparente a celui d'une cellule
transformée. En effet, comme chez cette derniére, la cellule synoviale exprime et sécréte de
maniere trés marquée les cystéine protéases cathepsines B et L. La cathepsine B a été détectée dans
des explants de synoviale rhumatoide et dans les milieux de culture (62). Van Noorden a
également montré que dans le cas d'arthrite induite chez le rat il existe une augmentation
conséquente d'une activité cathepsine B au niveau des synoviocytes et de la matrice du cartilage
articulaire (63). Dans 1'arthrite induite expérimentalement dans le lapin, Etherington a démontré
une augmentation du niveau de cathepsine L. dans la membrane synoviale (64). En relation avec
une immunolocalisation dans les cellules synoviales aux sites de destruction de I'os et du cartilage,
une activité transcriptionnelle élevée pour les deux cathepsines B et L a été détectée dans ces
mémes cellules synoviales (46, 47).

Dans la mesure ot les cathepsines B et L sont capables de dégrader les collagenes de type
I, II, IX, XI (60), ainsi que les protéoglycanes (61), deux éléments importants de la matrice
extracellulaire de I'os et du cartilage, ces deux enzymes sont potentiellement des agents importants
du processus de dégradation articulaire dans la PR. La caractérisation des cathepsines B et L,
notamment au niveau de la régulation de leur expression, traffic intracellulaire et sécrétion, apparait
donc €tre un élément important de 1'étude du phénotype transformé et destructeur des cellules

synoviales de type fibroblastique dans la PR.
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2. INTRODUCTION

Les études histomorphologiques ont montré que 1'érosion typique du cartilage articulaire
dans la PR prédomine dans les zones contigiies & un front de cellules synoviales proliférantes
d'apparence transformée qui composent le pannus rhumatoide (33). Ces cellules sont de type
fibroblastique ou macrophagique (44). Les cellules synoviales de type fibroblastique sont
généralement considérées comme les agents effecteurs majeurs de la desrtuction de 1'articulation
rhumatoide. Ces cellules sécrétent des enzymes protéolytiques, comme les métalloprotéases
interstitielles collagénase et stromelysine (116-119). Notre équipe a également mis en évidence
chez ces mémes cellules synoviales une sécrétion de cystéine protéases (78). Ce phénotype
destructeur des cellules synoviales de type fibroblastique dans la PR est probablement régulé par
les cytokines inflammatoires présentes a l'interface pannus-cartilage.

Diverses cytokines, incluant facteurs de croissance et interleukines, sont connues dans la
PR pour étre présentes au niveau du liquide synovial et & l'interface pannus-cartilage: I'IL-1, le
TNF-q, I'IFN-y, le bFGF et le PDGF. Ces cytokines stimulent in vitro plusieurs caractéristiques
du phénotype pathologique et destructeur exprimé par les cellules synoviales de type fibroblastique
dans le tissu rhumatoide in vivo: sécrétion d'enzymes protéolytiques et prolifération cellulaire
(partie détaillé dans la partie II de l'introduction décrivant le phénomeéne de transforrmation
cellulaire dans la PR).

La régulation potentielle du phénotype transformé et destructeur des cellules synoviales
de type fibroblastique par les cytokines n'a pas été pleinement étudi€e. En effet, les recherches se
sont essentiellement focalisées sur les métalloprotéases collagénase et stromelysine, enzymes
considéré comme les agent majeurs de la destruction du cartilage de l'articulation rhumatoide. Trés
peu d'études ont été entreprises en ce qui concerne les cystéine protéases. En effet, on considére
généralement que les protéases lysosomiales ne peuvent étre effectives dans la dégradation de la
matrice extracellulaire dans la mesure ot le pH auquel elles ont une activité optimale se trouve étre
en dessous de celui généralement trouvé dans le milieu extracellulaire. Cependant, certains travaux

ont montré que la cathepsine B reste active assez longtemps a pH neutre pour initier la dégradation
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du tissu (62). De plus, d'autres études faites in vitro ont suggérées que le microenvironnement a
I'interface pannus cartilage est de pH acide, et donc appropri€ a une action optimale des enzymes
lysosomiales (120). Ceci renforce le réle potentiel des cystéine protéases lysosomiales,
cathepsines B et L, dans la destruction de 'articulation rhumatoide.

Comme certaines cytokines inflammatoires présentes au niveau de la synoviale
rhumatoide apparaissent réguler spécifiquement le phénotype transformé invasif des cellules
synoviales de type fibroblastique dans la PR, la régulation potentielle par les cytokines de
l'expression et sécrétion des cathepsines B et L a été étudiée chez ces cellules. Notre équipe avait
déja démontré dans une étude préliminaire que le TNF-a et I'IL-1 stimulent la sécrétion d'une
activité cystéine protéase latente chez les cellules synoviales de type fibroblastique (78). Dans cette
étude nous avons examiné 1'effet potentiel de cytokines telles que le TNF-o, PDGF, bFGF et
IFN-y sur la sécrétion et 'expression des cystéine protéases cathepsines B et L chez ces mémes

cellules synoviales de type fibroblastique.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. Cvtokines. Le TNFaq, I'IFNy et le bFGF, tous recombinant humain, étaient fournis par la
société Calbiochem (San Diego, CA). Le PDGF recombinant humain par la société Genzyme

(Cambrige, MA).

3.2. Culture cellulaire et traitement par les cytokines. Le tissu synovial était obtenu

lors d'une intervention chirurgicale pour arthroplastie totale chez des sujets atteints de polyarthrite
rhumatoide. Bien que cela ne fut pas étudi€ systématiquement, aucune différence significative ne
fut notée dans les parametres étudiées dans ce travail entre les lignées cellulaires établies a partir de
différents patients. Les cellules synoviales de type fibroblastique étaient ensuite isolées comme
décrit précédemment (82). Brievement, le tissu synovial était haché trés finement, puis dissocié
enzymatiquement pendant 4 heures a 37°¢ dans du Milieu de Dulbecco Modifié par Iscove IMDM)
(Life Technologie, Cergy Pontoise) sous l'action de la collagénase (type III, Worthington,
freehold, NJ) a raison de 4 mg/ml. Aprés digestion, les cellules libérées et les fragments de tissu
digérés étaient recueillis par centrifugation & 500 G pendant 10 minutes, puis resuspendus dans du
milieu complet IMDM + 10% de sérum de veau foetal (FBS), 50 U/ml de pénicilline, et 50
microgrammes/ml de streptomycine. Les cellules étaient cultivées & 37°C dans 5% de COg, et
passées 3 une dilution de 1 pour 3 jusqu'a la premiére utilisation, en général au passage numéro 3
ou 4. A ce sade, 99% des cellules en culture €taient des cellules de type fibroblastique (121).

Les cellules étaient ensuite cultivées presque a confluence dans des plaques 6 puits
(Costar), puis placées dans du milieu sans sérum pendant 24 heures. Apres cette période de
privation, le milieu sans sérum était renouvelé (1 ml). Les cellules étaient alors traitées par
diverses cytokines (TNF-a, PDGF, bFGF et IFN-y) a différentes concentrations et suivant des
temps variables (4, 8, 12 et 24 heures).

Apres traitement par les cytokines, le milieu de culture et les cellules étaient collectés. Le
test d'exclusion du bleu trypan a toujours démontré que le traitement par les cytokines n'influenge

pas la viabilité cellulaire (viabilité toujours supériecure @ 95%). Les suspensions cellulaires étaient
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centrifugées, et les culots cellulaires lysés par ultrasonication dans du sucrose a 0,25 M (200 pl
pour 106 cellules). Le dosage des protéines cellulaires étaient pratiqué selon la méthode de

Peterson (122).

3.3. Dosage des cathepsines B et L. en ELISA. Le dosage par ELISA des cathepsines B

et L était fait a partir de kit vendu par la société BioAss (Diefen, Allemagne). Selon le protocole,
les formes précurseurs et matures des cathepsines étaient détectées aussi bien pour la L que la B.
Le complexe que ces deux cathepsines peuvent former avec leurs inhibiteurs endogeénes respectifs
est également détecté. En bref, 100 pl du milieu de culture étaient ajoutés a 1'anticorps polyclonal
anti-cathepsine B ou L immobilisés au fond de puits de plaques de microtitration. Apres 2 heures
d'incubation & 37°C. et plusieurs lavages, une incubation de 2 heures a 37°C était faite avec un
second anticorps anti-cathepsine B ou L marqué 2 la peroxidase. Aprés révélation, l'intensité de la
réaction colorimétrique était mesurée au spectrophotometre a 450 nm. La concentration des

cathepsines B et L était directement proportionnelle & 'intensité de la coloration et exprimée en

ng/g de proteine cellulaire.
3.4. Mesure des activités de type cathepsine B ou L. L'activité cathepsine B était

mesurée 2 partir du substrat fluorigéne Z-Arg-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Suisse) en
présence de l'inhibiteur spécifique E-64 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO). L'activité latente
était activée par traitement a la trypsine comme décrit par Quian (110). L'activité cathepsine B était
déterminé & l'aide d'un Cobas Fara II Centrifugal Analyzer selon une procédure bien
précise.(123). Briévement, pour chaque test, l'appareil distribuait successivement (a) 12.5 pl de
I'échantillon et 214 pl de tampon 0.05 M MES (2{N-Morpholino}etanesulphonic acid), pH 5.2
contenant du dithiothreitol et 2.5 mM EDTA; (b) 12.5 pul de pepsine (0.9 mg/ml) en tampon 0.05
M acetate pH 4.2 ou 12.5 pl de tampon seul; (¢) 12.5 pl d'aminométhylcoumarine (0.25 mM dilué
100 fois avec du tampon 0.05 M Mes pH 5.2); (d) 31 pl de substrat (0.25 mM dans 1 g/1 Brij 35
aqueux); (e) 20 ul de E-64 { 1-(L-trans-epoxysuccinyl-L-leucylamino)-4-guanidinobutane} (0.033

mM dans 1 g/l Brij 35 aqueux). L'activité cathepsine B était déterminée & partir de la différence
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entre les activité mesurés avec et sans E 64, et exprimée en mU/g de protéine cellulaire (1 mU
d'activité correspond a la libération de 1 nmole d'aminométhylcoumarine par minute).

L'activité cathepsine L était mesurée 2 partir du substrat Z-Phe-Arg-AMC (Bachem) en
présence et en absence de l'inhibiteur sélectif Z-Phe-Phe-CHN32 (124). La concentration finale
(0.7 uM) de l'inhibiteur, qui permet l'inhibition complete de 'activité cathepsine L sans affecter
celle de la cathepsine B, était choisie & partir du dosage de cathepsine B et L purifiées
(Calbiochem, La Jolla, CA). A 100 ul de I'échantillon, 200 pul de tampon 0.05 M MES pH 5.2
avec ou sans Z-Phe-Phe-CHN sont ajoutés, puis incubés a 37°C pendant 30 minutes. L'activité
enzymatique était déterminée a partir du Cobas Fara II selon la méme procédure que pour la
cathepsine B. L'activité cathepsine B était déterminée 2 partir de la différence entre les activités
mesurés avec et sans Z-Phe-Phe-CHNj, et exprimée en mU/g de protéine cellulaire (1 mU

d'activité correspond a la libération de 1 nmole d'aminométhylcoumarine par minute)

3.5. Northern blot et hybridation. L'ARN total était préparé a partir de la lyse de 2.106

cellules par ml de RNAzol (Bioprobe Systems, Montreuil, France). L'ARN était ensuite extrait
deux fois par du chloroforme et précipité par de l'isopropanol pendant 45 minutes a -20°C. Le
culot lavé dans de 1'éthanol a 70% était alors repris dans 20 microlitres d'eau. L'ARN était alors
quantifié par mesure de la DO a 260 nm. Apres dénaturation pendant 2 mn a 95°C, I'ARN total (5
ug) était séparé par €électrophorése sur gel d'agarose 1%/1.1M formaldhéhyde en tampon MOPS
(Acide 3-(N-morpholino)propanesulfonique). L'ARN était ensuite transféré par capillarité€ en
tampon 10X SSC (NaCl 3 M, citrate trisodium 0.3 M) sur une membrane de nylon (Hybond-N,
Amersham, Les Ulis, France), puis fixé par séchage a 80°C pendant 2 heures. Les sondes ADNc
étaient marquées avec de 132Pa-dCTP selon la méthode de I'amorgage au hasard (Megaprime
DNA labelling system - Amersham). Préhybridation, hybridation et lavages de la membrane
étaient effectués selon un protocole modifié de Church et Gilbert (125). Bri¢vement, la membrane
était préhybridée 5 minutes & 65°C, puis hybrid€e sur la nuit & 65°C avec la sonde radioactive a
raison de 2.106 cpm par ml de tampon d'hybridation. Tampon de préhybridation et d'hybridation
sont identiques (1% BSA - 7% SDS - 0.5 M NaH; PO4 pH 7.0 - 1mM EDTA). La membrane

était ensuite lavée deux fois 10 minutes 2 65°C avec un premier tampon de lavage (0.5% BSA -
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5% SDS - 40 mM NaH; PO4 pH 7.0 - ImM EDTA) puis quatre fois 10 mn & 65°C avec un
second tampon lavage (1% SDS - 40 mM NaH2 PO, pH 7.0 - ImM EDTA). La membrane
hybridée était autoradiographiée & -80°C sur un film KODAK X-OMAT. L'intensité des signaux
radiographiques était évaluée par un analyseur d'image (Image Master DT, Pharmacia).

3.6. Syntheése des sondes ADNc de cathepsine B et L. Une sonde cathepsine L
humaine était préparée par transcription inverse de 2 pig ARN total issu de tissu synovial humain,

suivie d'une PCR (Polymérase Chain Reaction) a partir de primers spécifiques aux extrémités de
la région s'étendant des paires de bases 604 & 999 de I'ADNc de la cathepsine L cloné
précédemment (126). Le fragment résultant était sous-cloné dans le vecteur pGEX (Pharmacia,
Uppsala, Suede), puis séquencé partiellement, montrant ainsi une séquence identique a celle
publiée précédemment. Une sonde de la cathepsine B humaine était aussi synthétisée par
transcription inverse d'ARN total de synoviale humaine, suivie d'une amplification de 'ADNc de
la cathepsine B (90) par PCR a partir des.primers suivants :
5-CCTGGACATGAGCTACTTGAAG-3' sur I'exon 4
5-TCCCAGTACTGATCGGTGCGT-3' sur I'exon 11.
Le fragment amplifié était ensuite sous-cloné dans le vecteur pBlueScript IT KS+ (Stratagene, La
Jolla, CA). L'amplification des plasmides était faite en bactéries E.Coli NM522. Les ADNc clonés
de la cathepsine B (805 pb) et cathepsine L (395 pb) étaient isolés sur gel d'agarose, et purifiés a
l'aide du kit Geneclean (Bio 101, San Diego, CA).

3.7. Western Blot. Apres traitement des cellules synoviales par les cytokines (voir condition

ci-dessus), les protéines extracellulaires (1 ml de milieu de culture ) et intracellulaires (50 pg de
protéines du lysats cellulaires) étaient séparées sur un gel de gradient d'acrylamide (5-30%) en
conditions dénaturantes (127). Les protéines étaient transférées sur une membrane de
nitrocellulose selon la méthode décrite par Vaessen et al (128). La membrane était ensuite traitée
avec un anticorps de lapin dirigé contre la cathepsine B ou cathepsine L humaine (Calbiochem)

dilué au 1/200¢. La membrane était ensuite incubée avec un anticorps anti Ig de lapin (ICN
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Biomedicals) marqué 2 la peroxidase. La révé€lation s'effectuait en présence de chloro-1-naphtol

(Sigma).

3.8. Immunofluorescence. Les cellules synoviales étaient cultivés sur des lamelles en verre
(Nunc), puis traités par les cytokines. Les cellules étaent ensuite fixées a I'éthanol 80% pendant 10
minutes. Apres trois lavage en PBS et un traitement 2 la glycine 0.1 M pendant 3 minutes, les
cellules étaient incubées pendant une heure avec l'anticorps primaire dilué au 1/100¢ en PBS
(anticorps polyclonal de lapin anti-cathepsine B ou L (Calbiochem), ou anticorps monoclonal de
souris anti-fibroblaste humain (clone 5B5, DAKO)). Aprés lavage en PBS, les cellules étaient
incubées pendant 45 minutes avec I'anticorps secondaire (anti Ig de souris ou de lapin conjugé a la
FITC (DAKO)). Les cellules étaient ensuite lavées, montées sur lame avec une solution DABKO,

et observées avec un microscope Leitz.

3.9. Microscopie é€lectronique. Les cellules synoviales de type fibroblastique étaient

cultivées dans des flacons de culture de 150 cm?2 presque a confluence (environ 3.106 cellules), et
privées de sérum pendant 24 heures. Les cellules étaient ensuite traitées par les diverses cytokines
pré-citées. Apres 24 heures, les cellules étaient récupérées et centrifugées 10 minutes a 500 g. Les
culots cellulaires de chaque stimulation étaient fixées une heure dans du glutaraldéhyde 1%, puis
mis en tampon cacodylate 0.2 M ph 7.4. Le culot étaient déshydraté dans des bains d'alcool
successif selon la procédure PLT (Progressive Low Temperature), puis inclus a froid dans une
résine de type lowycril. Apres polymérisation de la résine aux UV, des coupes ultrafines de 70
nm d'épaisseur étaient effectuées et déposées sur des grilles au nickel.collodioné Un
immunomarquage anti-cathepsine B et L a I'or colloidal était ensuite pratiqué selon les régles. En
bref, les coupes étaient pré-traitées 10 mn avec du sérum de cheévre dilué au 1/100¢ dans du
tampon TNO. (Tris-NaCl-Ovavlbumine), incubées pendant 1 nuit & 4°C avec un anticorps
polyclonal de lapin anti-cathepsine B ou L humaine (Calbiochem) dilué au 1/250¢ dans du tampon
TNO. Aprés lavage, une incubation avec un anticorps marqué a I'or colloidal (latencifié au lactate
d'argent) anti-IgG de lapin (TEBU Biocell) dilué au 1/50°¢ était effectuée pendant 1 heure a

température ambiante. Les cellules étaient ensuite post-fixée en glutaraldéhyde 1% pendant 10
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minutes. Suit une amplification a la lactate hydroquinone pendant 15 minutes a 1'obscurité.
Finalement, une contre-coloration a l'acétate d'uranyle a 6% et au citrate de plomb était pratiquée.
Les immunomarquages anti-cathepsine B et L étaient ensuite analysés au microscope €lectronique

(Zeiss EM 10 CR).

.10. RT-PCR la_région S’ I'ARN la cathepsine B. L'ARN total était
préparé par lyse des cellules au RNAzol. L'intégité du RNA était vérifiée sur gel d'agarose en
visualisant les bandes 18 S et 28 S. La RT était faite 4 42°C 3 partir de 2 pg d'ARN en utilisant la
transcriptase reverse du MMLV et des primers polydT(Life Technologies). La PCR était faite sur
un Perkin Elmer's GeneAmp system 9600 thermal cycler. Les primers utilisés pour amplifier la
région 5' de ' ADNc de la cathepsine B étaient:

5-GGGATCCAACCGCTCCGCTGCGCGC- 3' dans l'exon 1 (sens)

5'-GGGAATTCGGTGTGGATGCAGATCCG- 3' dans l'exon 6 (anti-sens).
L'amplification se faisait sur 30 cycles (30 secondes a 95°C, 1 minute 4 60°C, et 2 minutes a
72°C) dans un volume de 100 pl. Les produits PCR étaient ensuite séparés par €lectrophorese sur
gel d'agarose 2%, transférés sur une membrane de nylon, et hybridés a la sonde ADNc de 805 pb
radiomarquée de la cathepsine B. L'intensité de chaque bande d'amplification était ensuite

analysée sur Phosphor Imager 445 SI.
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4. RESULTATS

4.1. Régulation par les cytokines de la sécrétion des cathepsines B

et L chez les cellules synoviales de type fibroblastique.

Pout tester l'effet du TNF-o, du PDGF, du bFGF, et de 1'IFN-y sur la sécrétion des
cathepsines B et L chez les cellules synoviales fibroblastique, le temps nécessaire a chacune des
cytokines pour induire un niveau maximum de cathepsines dans le milieu de culture était d'abord
déterminé (cinétique de temps). Sur cette base, I'effet stimulant de chacune des cytokines sur la
sécrétion était maximis€ par détermination d'une concentration optimale (cinétique de
concentration). Les données présentées ci-aprés sont représentatives de celles obtenues sur deux

autres lignées cellulaires.

4.1.1. Eff - I rétion in

Notre équipe avait démontré la sécrétion d'une activité cystéine protéase latente chez les
céllules synoviales de type fibroblastique traitées avec le TNF-a (78). L'activité maximale sécrétée
était alors détectée apres 24 heures de traitement pour des concentrations de TNF-a allant de 100 a
500 units/ml. La nature de cette activité cystéine protéase sécrétée dans le milieu de culture était
donc examinée par ELISA. L'addition de TNF-o recombinant au milieu de culture a induit la
sécrétion de cathepsine B. L'effet stimulant du TNF-« sur la sécrétion de cathepsine B était apparu
maximal a la concentration 2 ng/ml (figure 8). Le TNF-a a provoqué une augmentation de la
sécrétion de cathepsine B de l'ordre d'un facteur 5. Il n'a pas induit en revanche une sécrétion de
la cathepsine L. Dans le méme temps, 1'activité sécrétée de type cathepsine B était évaluée apres
activation a la pepsine. Les données obtenues & partir des activités de type cathepsine B étaient en
accord avec celles obtenues a partir des ELISA, comme I'a démontré 1'allure identique des courbes
de dosage de la protéine cathepsine B et de l'activité cathepsine B (figure 8). Cette étude a
confirmé que l'activité cystéine protéase sécrétée apres traitement par le TNF-o représentait

essentiellement la cathepsine B.
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4.1.2 Eff DGF sur i e cat ine B.

Pour caractériser de maniere plus compléte la régulation de la sécrétion des cathepsines B et
L chez les cellules synoviales de type fibroblastique, leur réponse au PDGF, un facteur de
croissance connu pour réguler leur phénotype transformé et invasif dans la PR, était testée. Le
traitement de ces cellules par le PDGF a induit une augmentation de la sécrétion de la cathepsin B.
Un accroissement maximum d'un facteur 2,3 de la sécrétion de cathepsine B était constaté apres 8
heures de traitement par le PDGF (figure 9A, PDGF / cathepsine B et contréle / cathepsin B). Le
niveau de cathepsine B sécrétée était apparu maximun aprés 8 heures de stimulation, avant de
revenir 8 son niveau contrfle & 24 heures. L'effet stimulant du PDGF sur la sécrétion de
cathepsine B a 8 heures de traitement était optimisé pour une concentration de 25 ng/ml, avec une
augmentation d'un facteur 3,1. Cet effet n'était pas retrouvé a 24 heures (figure 9B). En
revanche, la sécrétion de la cathepsine L n'a pas semblé étre régulée par le PDGF, comme l'ont
démontré les niveaux tout a fait similaires de cathepsine L sécrétés chez les cellules traitées et non

traitées (figure 2A, PDGF / cathepsine L et contrdle / cathepsine L).

4.1.3. Effet Au bEGF sur la sécrétion des cathepsines B et L.

Puisque nous avons trouvé que le PDGF régulait la sécrétion de cystéine protéase chez les
cellules synoviales de type fibroblastique, il était intéressant de tester un autre facteur de croissance
connu pour ses capacités a réguler le phénotype des cellules synoviales. Nous avons démontré que
chez ces cellules le bFGF stimulait fortement la sécrétion de la cathepsine L, et d'une maniére
relativement marquée celle de la cathepsine B. Aprés 24 heures de traitement des cellules
synoviales par le bFGF (20 ng/ml), le niveau de cathepsine L sécrétée dans le milieu était
augmenté 2,2 fois. La sécrétion de la cathepsine B n'était alors pas apparue étre régulée par le
bFGF (figure 10A). L'effet stimulant du bFGF sur la sécrétion de cathepsine L était optimisé pour
une concentration de 10 ng/ml avec un accroissement de prés d'un facteur 8. Un effet du bFGF
sur la sécrétion de cathepsine B était finalement détecté aprés optimisation a 10 ng/ml et plus du
doublement de la sécrétion de la cathepsine B (figure 10B). Les activités cathepsine L sécrétées
étaient aussi évaluées dans le milieu de culture. Les activités cathepsine L étaient mesurées avec

activation préalable 2 la pepsine. Les données obtenues a partir des activités cathepsine L étaient en



accord avec celles obtenues en ELISA pour la protéine, comme le démontre la similarité des deux

courbes (figure 10B).

4.1.4. Effet de I'IFN-vy sur la sécrétion des cathepsines B et L.
Nous avons également étudié l'effet de I'TFN-y sur la sécrétion des cystéine protéases. Le

traitement par 1'TFN-y des cellules synoviales de type fibroblastique induit une augmentation de la
sécrétion des deux cathepsines B et L. L'effet de I'TFN-vy sur la sécrétion des cathepsines est
apparu plus marqué pour la cathepsine B que pour la cathepsine L. Le niveau des cathepsines B et
L dans le milieu de culture était presque doublé a 24 heures de traitement par I'TEN-y (figure 11A,
IFN-vy/ cathepsine B et contrdle / cathepsine B - IFN-v/ cathepsine L et contrdle / cathepsine L).
L'effet stimulant de I'TFN-y sur la sécrétion des cathepsines était optimisé a la concentration de 25
ng/ml avec une augmentation maximale d'un facteur 4,7 pour la cathepsine B, et 10 ng/ml avec

une augmentation maximale d'un facteur 2,2 pour la cathepsine L (figure 11B).
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Figure 8. INFLUENCE DU TNF-a SUR LA SECRETION DE LA CATHEPSINE B CHEZ
LES CELLULES SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE. Les cellules synoviales
étaient cultivées presque a confluence dans des plaques 6 puits, privées de sérum pendant 24
heures, puis traitées par le TNF-alpha 2 différentes concentrations. Aprés 24 heures, le
milien de culture était collecté, et analysé en ce qui concerne la cathepsine B et L en
ELISA, et pour I'activité de type cathepsine B en utilisant le substrat fluorigéne Z-Arg-Arg-
AMC. Chaque point est la moyenne de deux mesures, la barre d'erreur représentant l'erreur
standard & 1a moyenne. Les barres d'erreur ne sont pas montrées quand I'erreur standard est
inférieure 3 5 ng/g or 30 mU/g.
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Figure 9. INFLUENCE DU PDGF SUR LA SECRETION DE LA CATHEPSINE B CHEZ
LES CELLULES SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE. Les cellules synoviales était
cultivées presque A confluence dans des plaques 6 puits, puis privées de sérum pendant 24
heures. Les cinétiques de temps (A) et de concentrations (B) pour le PDGF étaient ensuite
effectuées. (A) Les cellules étaient traitées par le PDGF (10 ng/ml) ou laissaient non traitées
(Contrdle). Le milieu de culture était ensuite collecté a 4, 6, 8, 12 et 24 heures de traitement
par le PDGF, et analysé en ce qui concerne les cathepsines B et L en ELISA (B) Les cellules
étaient traitées par le PDGF 2a différentes concentrations. Le milieu de culture était collecté a
8 et 24 heures de traitement, et analysé en ce qui concerne les cathepsines B et L en ELISA.
Chaque point est 1a moyenne de deux mesures, la barre d'erreur représentant 1'erreur standard a
la moyenne. Les barres d'erreur ne sont pas montrées quand I'erreur standard est inférieure a 5

ng/g.
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Figure 10. INFLUENCE DU bFGF SUR LA SECRETION DES CATHEPSINES B ET L
CHEZ LES CELLULES SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE. Les cinétiques de
temps (A) et de concentrations (B) sont effectuées comme décrit dans la figure 9. La cinétique
de temps était effectuée A une concentration de 20 ng/ml. La cinétique de concentration 1'était
a2 24 heures de traitement. L'activité cathepsine L était évaluée grice a 1'utilisation de
l'inhibiteur sélectif Z-Phe-Arg-AMC. Chaque point est la moyenne de deux mesures, la barre d'erreur
représentant l'erreur standard &2 la moyenne. Les barres d'erreur ne sont pas montrées quand
I'erreur standard est inférieure 2 5 ng/g.
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Figure 11. INFLUENCE DE L'IFN-y SUR LA SECRETION DES CATHEPSINE B ET L
CHEZ LES CELLULES SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE. Les cinétiques de
temps (A) et de concentrations (B) sont effectuées comme décrit dans la figure 9. La cinétique
de temps était effectuée a une concentration de 10 ng/ml. La cinétique de concentration 1'était
2 24 heures de traitement. Chaque point est 1a moyenne de deux mesures, la barre d'erreur
représentant 1'erreur standard a 1a moyenne. Les barres d'erreur ne sont pas montrées quand
I'erreur standard est inférieure 2 5 ng/g.
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4.2. Régulation par les cytokines de la synthése des cathepsines B et

L chez les cellules synoviales de type fibroblastique.

Afin de savoir si la sécrétion stimulée par les cytokines des cathepsines B et L avait au
moins en partie une origine dans une synthése accrue de la protéine, la régulation de la synthese
des cathepsines B et L était analysée en immunocytochimie & 1'aide d'anticorps polyclonaux sur
coupe semi-fines faites sur des cellules synoviales de type fibroblastique traitées par le TNF-o (4
et 24 heures), PDGF (4 et 24 heures), bFGF (24 heures) et IFN-y (24 heures). Une analyse
statistique était entreprise a partir du dénombrement au microscope de cellules positives sur des
champs cellulaires constants (planche 1-photo A). Les résultats sont présentés dans le tableau 6.
Chez les cellules non traitées, 3,5% et 2,8% apparaissaient positives pour la cathepsine B,
respectivement 2 4 heures et 24 heures. Une augmentation significative du nombre de cellules
positives pour la cathepsine B était notée apres traitement par le TNF-a (9,7% a 4 heures et 9,7 %
a 24 heures), par le bFGF (6,5% a 24 heures), par I'IFN-y (6,4 % a 24 heures). En ce qui
concerne le PDGF, une augmentation significative du nombre de cellules positives pour la
cathepsine B était notée a 24 heures (7,2%), mais pas a 4 heures (4,2%). Pour la cathepsine L,
2,6 % des cellules laissées sans traitement étaient positives. Une augmentation significative du
nombre de cellules positives pour la cathepsine L était notée aprés traitement par le bFGF (8,6 %)
et I'IFN-y (7,0%).

Tableau 6. Etude de la régulation par les cytokines de la syntheése des cathepsines

B et L chez la cellule synoviale de type fibroblastique par immunomarquage sur
coupes semi-fines.

- Nombre de cellules positives* Moyenne | % **| Probabilité***
Controle 11 11 11 14 13 14 12 15 12 10 12 3.5
4 heures TNF-alpha 38 42 28 40 35 39 22 29 37 30 34 9,7 0,0000000
PDGF 23 14 10 13 17 8 16 16 13 16 15 4,2 0,1178635
T T T Controle | 8 10 10 7 9 10 11 13 9 11| 10 |28 00034546
TNF-alpha 32 32 28 41 30 28 26 17 22 26 28 8,1 0,0000001
24 heures PDGF 32 28 15 35 24 14 19 28 31 27 25 7.2 0,0000031
bFGF 31 20 24 28 30 20 15 22 19 18 23 6,5 0,0000010
IFN-gamma 25 24 20 23 25 19 14 17 26 31 22 6.4 0,0000005
CATHERSINE R Nombre de cellules positives* Moyenne | % **| Probabilité***
Contréle 7 11 9 10 6 11 8 6 17 16 9 2.6
24 heures bFGF 41 28 24 20 26 35 35 29 25 38 30 8,6 0,0000001
IFN-gamma 27 18 20 22 26 23 23 17 34 34 24 7,0 0,0000010

* nombre de cellules positives dans un champ de 350 cellules - ** pourcentage de cellules positives
*¥* probabilité associée au test de student: 1a différence avec le contrdle est considérée significative si p<0,05
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4.3. Distribution intracellulaire des cathepsines B et L chez les

cellules synoviales de type fibroblastique.

Pour connaitre la distribution intracellulaire des cathepsines B et L chez les cellules
synoviales de type fibroblastique fortement positives, décrites précédemment, un
immunomarquage en fluorescence pour la cathepsine B et L était entrepris a partir d'anticorps
secondaires conjugés a la fluorescéine. Chez les cellules considérées fortement positives pour la
cathepsine B et/ou L, le marquage était localisé dans la totalité de l1a cellule, non seulement dans la
région périnucléaire, mais aussi dans les régions plus périphériques, et ce quelque soit le type de
stimulation (planche 1-photographie C et D). Ces cellules fortement positives correspondent
probablement a celles activées par les cytokines ou constitutivement activées. La localisation des
cathepsines B et L chez ces cellules était probablement en relation directe avec le processus de
sécrétion. En revanche, les autres cellules synoviales, probablement non activées par les
cytokines, présentaient un marquage faible pour les cathepsine B et L, généralement périnucléaire
(planche 1-photographie B). Ces cellules avaient été considérées négatives dans le cadre de

l'analyse statistique faites auparavant (planche 1-photographie A).

4.4. Localisation ultrastructurale des cathepsines B et L chez les

cellules synoviales de type fibroblastique.

Chez les cellules synoviales de type fibroblastique, les cathepsines B et L semblant &tre
acheminées vers la membrane en vue d'une sécrétion apreés activation par les cytokines, il était
intéressant de localiser les stuctures cellulaires permettant ce transport et d'éventuellement détecter
des anomalies du traffic intracellulaire en rapport avec l'action d'une cytokine spécifique. Apres
traitement des cellules synoviales en culture par le TNF-q, le PDGF, le bFGF, I'IFN-y pendant
24 heures, un immunomarquage contre les cathepsines B ou L était exécuté sur des coupes ultra-
fines des culots cellulaires. L'observation des cellules synoviales activées a fort marquage

(référence aux cellules positives du paragraphe précédent traitant de la distribution intracellulaire)
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au microscope €lectronique ne révélait pas de différence entre les différentes cytokines quant a la
localisation ultrastructurale des cathepsines B et L chez ces cellules. Les cathepsines B et L se
localisaient de la méme manitre dans des structures vésiculaires réparties du noyau jusqu'a la
membrane plasmique (respectivement planche 2-photographie A et planche 3-photographie B).
Ces vésicules étant claires ne représentaient probablement pas des vésicules d'endocytose
classiques, mais plutdt des vésicules de type lysosome primaire ou de sécrétion. Contrairement
aux cellules non activées, les cellules activées formaient généralement des pseudopodes
cytoplasmiques associés 2 une expression des cathepsines B et/ou L dans des structures

vésiculaires (planche 3-photographie C).

4.5. Régulation par les cytokines de I'expression des ARNm de

cathepsine B et L chez les cellules synoviales de type fibroblastique.

L'influence de cytokines comme le TNF-q, I'IL-1, le PDGF, le bFGF, I'IFN-y sur
I'expression des ARNm des cathepsines B et L chez les cellules synoviales était également testée
par Northern blot. Contrairement au TNF-a, IL-1 et IFN-y qui n'apparaissaient pas influer
significativement sur la transcription des ARNm ni de la cathepsine B, ni de la cathepsine L, le
bFGF était capable d'augmenter d'une maniére trés marquée I'expression des ARNm, aussi bien
de la cathepsine B que de la cathepsine L. Dans I'exemple montré, 1'expression des ARNm de la
cathepsine B, constitutivement assez élevée (figure 12 A: contrle), était augmentée d'un facteur
2,9 apres traitement des cellules par le bFGF (figure 12 A et B: contrle comparé au bFGF). La
stimulation de la transcription de la cathepsine B se produisait de la méme maniére sur les deux
types de transcrits de la cathepsine B de 2,3 et 4,0 kb: le rapport 2,3 kb:4,0 kb était d'environ 2:1
avant comme apres traitement par le bFGF. De maniére similaire aux transcrits de la cathepsine B,
le transcrit de la cathepsine L apparaissait constitutivement élevé (figure 12 A: contrdle), et voyait
son expression augmenter d'un facteur 2,6 aprés traitement par le bFGF (figure 12 A et C:
contrdle comparé au bFGF). Des résultats similaires étaient obtenus sur cinq autres lignées

cellulaires. L'absence d'effet de la part de cytokines telles que le TNF-a ou I'IL-1 sur la
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transcription des cathepsines B et L se trouvait confirmée par la suite ne pas étre un artéfact de
stimulation diie & un manque d'activité de ces cytokines: I'IL-1 et le TNF-a stimulait de fagon tres
marquée l'expression de la collagénase chez les cellules synoviales (figure 12 A), effet classique
chez ces cellules (76, 80). Le bFGF stimulait également 1'expression de I'ARNm de la
collagénase, comme précédemment reporté.chez les cellules synoviales (129).

Pour tenter de comprendre I'effet dépendant du temps du PDGF sur la sécrétion de la
cathepsine B chez les cellules synoviales de type fibroblastique, I'expression des transcrits de la
cathepsine B était également étudi€e A différents temps de traitement par le PDGF. L'analyse par
northern blot révélait que la transcription des ARNm de la cathepsine B n'était pas régulée par le
PDGF: le niveau des ARNm de la cathepsine B a 3, 6, 8 et 24 heures de traitement par le PDGF
ne variait pas significativement par rapport a leur controle respectif, et ce pour les deux types de
transcrits de 2,3 et 4,0 kb (figure 13: contrdle comparé 3 PDGF & 3, 6, 8 et 24 heures). Des

résultats similaires étaient obtenus sur trois autres lignées cellulaires.

4.6. Analyse par Western blot des cathepsines B et L synthétisées et

sécrétées par les cellules synoviales de type fibroblastique.

Afin de mieux comprendre les mécanismes activées par les cytokines lors de la sécrétion
des cathepsines B et L par les cellules synoviales, et éventuellement pouvoir corréler I'action d'une
cytokine a la sécrétion d'une forme particuliere des cathepsines, les formes sécrétées et
intracellulaires de ces deux enzymes étaient caractérisées par Western blot avant et apres traitement
des cellules synoviales de type fibroblastique par le TNF-a, PDGF, bFGF ou IFN-y. Comme le
montre la figure 14 B, la forme sécrétée de la cathepsine B ne semblent pas varier en fonction du
type de cytokine utilis€e: on détectait invariablement dans le surnageant une forme de la cathepsine
B de poids moléculaire d'environ 43 kDa, que ce soit pour la sécrétion stimulée par le PDGF (a 8
heures de traitement) ou le TNF-a,, bFGF ou IFN-y (& 24 heures de traitement), que la sécrétion
constitutive (contrdle). Cette forme de 43 kDa correspond probablement a la procathepsine B. Les

formes intracellulaires de la cathepsine B ne semblaient pas non plus varier en fonction du type de
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stimulation (figure 14 A): on détectait dans les lysats cellulaires une forme de la cathepsine B
d'environ 31 kDa et une autre de 27 kDa, et ce aussi bien aprés traitement par le PDGF (2 8
heures) ou par le TNF-o, bFGF ou IFN-y (2 24 heures), que constitutivement (contrdle a 8 et 24
heures). Ces formes de 31 kDa et 27 kDa correspondent probablement aux formes respectivement
matures simples et doubles chaines de la cathepsine B. Comme pour la cathepsine B, la cathepsine
L ne voyait pas apparaitre de nouvelles forme sécrétées dans le surnageant aprés stimulation par
les cytokines (figure 15 B): une forme d'environ 40 kDa était invariablement détectée aussi bien
apres 24 heures de stimulation par le bFGF ou I'TEN-y que constitutivement (contrdle 24 heures).
Cette forme de 40 kDa correspond probablement a la procathepsine L. Le traitement des cellules
synoviales par les cytokines ne paraissait pas non plus pouvoir influer sur la synthése d'une forme
particuliere de la cathepsine L (figure 15 A): on retrouvait invariablement dans les lysats
cellulaires 3 formes de 22 kDa (forme la plus nombreuse), 30 kDa et 40 kDa, aussi bien apres 24
heures de traitement par le bFGF ou 1'TFN-y que constitutivement (contrdle 24 heures, bande a 30
et 40 kDa visible seulement sur le blot lui-méme).Ces formes de 22 kDa, 30 kDa et 40 kDa
correspondent probablement respectivement aux formes matures simples et doubles chaines de la

cathepsine L, et a la procathepsine L.

4.7. Régulation par les cytokines de l'expression des ARNm délétés de
I'exon 2 ou des deux exons 2 et 3 de la cathepsine B chez les cellules

synoviales de type fibroblastique.

L'épissage alternatif dans la région 5' du pré-messager de la cathepsine B donne naissance
a de multiples transcrits, et notamment des ARNm délétés de l'exon 2 ou des deux exons 2 et 3
(130). L'expression de ces deux messagers de la cathepsine B étaient étudiée sur des cellules
synoviales traitées par le TNF-q, le PDGF, le bFGF ou I'IFN-v.par transcription inverse suivie
de 'amplification par PCR des parties 5' terminales des ADNc.de la cathepsine B. Notre étude
démontrait ici une induction sélective du trancript de la cathepsine B délété des exons 2 et 3 par le

TNF-a et le PDGF. L'expression du transcrit délét€ du seul exon 2 ne se trouvait en revanche
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régulée par aucune des cytokines testées. Dans I'exemple montré, la part prise par ' ARNm délété
des deux exons 2 et 3 dans l'expression transcriptionnelle globale de la cathepsine B apparaissait
accrue apres traitement d'une culture de cellules synoviales par le TNF-a ou le PDGF (figure 16
A et B: PDGF et TNF-a par rapport au controle). Les données obtenues 2 partir de cette culture
sont représentatives de celles obtenues dans cinq autres cultures. Les données moyennes obtenues
a vpartir de ces six cultures montraient que chez les cellules non traitées I'expression de 'ARNm
délétés des exons 2 et 3 ne représentait que 9,7% * 1,2% de l'expression globale des ARNm de la
cathepsine B, alors que la proportion de cet ARNm passait 4 14,9% + 1,7% aprés traitement par le
PDGF et 2 17,3 % + 2,4% aprés traitement par le TNF-a (figure 16 C). L'analyse statistique
confirmait une augmentation significative de la proportion d ARNm délétés des exons 2 et 3
seulement apreés stimulation par le TNF-a (p=0,025) et le PDGF (p = 0,011) (tableau 7,
306/total). L'ARNm de la cathepsine B délété du seul exon 2, bien qu'étant 'ARNm
prépondérant pour la cathepsine B (autour de 65%), ne voyait pas son expression sélectivement

accrue sous l'action des cytokines testés (tableau 7, 461/total).

Tableau 7. Induction sélective de 1l'expression du transcrit de la cathepsine B

dé1été des deux exons 2 et 3 par le TNF-a et le PDGF chez la cellule synoviale de
type fibroblastique

K107 G Culture 1 [ Culture2 | Culture3 | Cultured | Culture § | Culture 6 | Moyenne | Ecart Type | SEM | Probabilité

Contrdle | 008 | 013 | 014 | 009 | 009 { 006 [ 0097 { 0029 0012

PDGF 013 | 015 | 024 | 012 | 042 | 014 | 0149 [ 0042 [0017] 0011

TNFalpha | 012 | 020 | 026 | 015 | 009 | 02 10173 | 0060 J004] 0025
FGF 011 | 005 | 020 | 018 | 009 | 009 | 0119 | 0053 [0022( 0398
IFN-gamma | 012 | 008 | 023 | 012 | 008 | 012 | 0125 | 0050 jo021| 0232
TSVIWFY Culture 1 | Culture? | Culture3 | Cultured | Culture § | Culture |
Contrdle | 047 | 069 { 046 | 074 ] 051 | 084 | 0618 | 0146 0060
PDGF | 077 | 059 [ 045 | 075 | 068 | 070 | 0656 | 0109 [0045] 0,606
TNF 059 | 070 | 046 | 072 | 059 | 062 | 0613 | 0085 [0035] 092
FGF 062 | 082 | 048 | 075 | 070 | 075 | 0687 | 0110 j0045] 0175
IFN 056 | 081 ] 050 | 06 | 070 | 065 | 0652 | 0100 |0041| 0574

* total = addition des bandes de 306,461 et 549 paires de bases
** probabilité associée au test de student: la différence avec le contrdle est considérée significative i p<0,035
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_ LEGENDE PLANCHE 1

/

PHOTOGRAPHIE A. Analyse de la synthése des cathepsines B et L chez
les cellules synoviales de type fibroblastique sur coupes semi-fines.
Apres avoir été cultivées presque a confluence, les cellules synoviales étaient
traitées par le TNF-alpha, le PDGF, le bFGF, I'IFN-gamma ou laissées sans
traitement (contrdie) pendant 4 ou 24 heures. Aprés les avoir décollées, les
cellules étaient centrifugées. Les culots cellulaires étaient alors fixés dans le
glutaraldéhyde 1%. Les culots étaient ensuite inclus dans une résine type lowycril,
et des coupes fines étaient effectuées. Un immunomarquage contre les cathepsines
B ou L était alors exécuté a 1'aide d'anticorps polyclonaux. Les cellules étaient
ensuite observées au microscope optique. Seules les cellules 3 marquage bien
visible sont considérées positives. La cellule controle présentée ici (fleche entiére)
exprime constitutivement la cathepsine B (coloration spécifique marron). Les
cellules a faible marquage périnucléaire étaient considérées ici comme négatives
(pointe de fleche). Barre=20 um.

PHOTOGRAPHIES B, C ET D. Distribution intracellulaire des
cathepsines B et L chez les cellules synoviales de tyne fibroblastique.
Aprés traitement des cellules synoviales par le TNF-alpha, le PDGF, le bFGF,
I'IFN-gamma pendant 24 heures, les cellules étaient fixées a 1'éthanol 80 %. Un
immunomarquage a la fluorescéine était alors entrepris contre les cathepsines B et
L. Les cellules étaient ensuite observées au microscope en fluorescence a 260 nm.
La photo B présente le cas général de la cellule synoviale & marquage anti-
cathepsine B ou L faible et localisé en zone périnucléaire: ces cellules n'ont
probablement pas été activées par les cytokines. Les photos C et D présentent le
cas général de la cellule synoviale a fort marquage respectivement anti-cathepsine
B et anti-cathepsine L, situé dans les deux cas dans des zones périnucléaires
(fleche fine) et périphériques (fleche épaisse): ces cellules ont ét€ probablement
activées par les cytokines, ou étaient constitutivement activées. N=noyau.
Barre=10 pm.
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LEGENDE PLANCHE 2

Localisation ultrastructurale des cathepsines B et L chez les cellules
synoviales de type fibroblastique. Les cellules synoviales en culture étaient
traitées pendant 24 heures par le TNF-a (4 ng/ml), I'IFN-y (25 ng/ml), le PDGF
(20 ng/ml) et le bFGF (10 ng/ml). Les culots cellulaires étaient fixés dans le
glutaraldéhyde 1%. A partir de coupes de 70 nm d'épaisseur, un immunomarquage
a I'or colloidal anti-cathepsine B ou L était effectué. L'analyse se faisait ensuite
au microscope électronique. '

PHOTOGRAPHIE A. Localisation intra-vésiculaire de la cathepsine L
chez une ceilule synoviale de type fibroblastique traitée par I'IFN-y.
Les grains d'argent (points noirs) représentant la cathepsine L se localisaient dans
des vésicules claires (V) allant du noyau (N) jusqu'aux pseudopodes
cytoplasmiques périphériques (P). Barre=5 pm.
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LEGENDE PLANCHE 3

Localisation ultrastructurale des cathepsines B et L chez les cellules.
synoviales de type fibroblastique. Les cellules synoviales en culture étaient
traitées pendant 24 heures par le TNF-a (4 ng/ml), I'IFN-y (25 ng/ml), le PDGF
(20 ng/ml) et le bFGF (10 ng/ml). Les culots cellulaires étaient fixés dans le
glutaraldéhyde 1%. A partir de coupes de 70 nm d'épaisseur, un immunomarquage
a I'or colloidal anti-cathepsine B ou L était effectué. L'analyse se faisait ensuite

au microscope €électronique.

PHOTOGRAPHIE B. Localisation intra-vésiculaire de la cathepsine B
chez une cellule synoviale de type fibroblastique traitée par le TNF-«.
Les grains d'argent (points noirs) représentant la cathepsine B se localisaient dans
des vésicules claires (V) allant du noyau (N) jusqu'aux pseudopodes
cytoplasmiques périphériques (P). La présence de mitochondries (M) dans le
cytosol témoignait non seulement de la qualité de la fixation cellulaire, mais
surtout de la bonne santé de cette cellule. Barre=5 pm.

PHOTOGRAPHIE C. Cellules synoviales de type fibroblastique
activée (A) et non activée (B) aprés traitement par le bFGF.
Contrairement a la cellule non activée, la cellule activée formait des pseudopodes
cytoplasmiques (P) en relation avec une forte expression de la cathepsine L dans
des structures vésiculaires (pointe de fléche). Barre=5 um.
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FIGURE 12. Régulation par les cytokines de 1'expression des ARNm
des cathepsines B et L chez les cellules synoviales de type
fibroblastique. Les cellules synoviales étaient privées de sérum pendant 24
heures, puis traitées par le TNF-a (4 ng/ml) , I'IL-1 (50 U/ml), le bFGF (10
ng/ml), I'IFN-y (25 ng/ml) ou laissées sans traitement (contrdle) pendant 24
heures. L'ARN était alors préparé a partir de ces cellules, séparé par
électrophorése en gel d'agarose, puis transféré sur une membrane de nylon.
L' ARN était ensuite hybridé a une sonde d' ADNc radiomarquée de la cathepsine
B, cathepsine L, collagénase ou [-actine, puis exposé a un film
autoradiographique (A) L'intensité de chacune des bandes était quantifiée sur un
analyseur d'image (Pharmacia). En paralléle avec la figure A, les figures B et C
présentent le niveau d'expression des transcripts respectivement de la cathepsine
B et L en pourcentage du contrdle, aprés correction des résultats en fonction de
I'expression de la B-actine.



Figure 12

m B m
w
m Z. Z 83]
1% 7 29 Z
I
% % — O
> = =2 <
< < ) a ewrure3-NL{1
o '$) @)
D
: v
NAI .g . i 4949 3
d0449 ﬁ E g
i o
[ { 2z
O-ANL !ww eqde-dANL &
, s}
-1 | ] Q, -
i gl %
i w _ 3
TIQULNOD 3 ‘ g
-
A + 3
I g
o) ajoauo) 2
S e [} < < O |
< o — o~ o

50 4
0

T — Y
2 g 8 b °
o — —

250 -

e g

150 -

g

250 -

g

(3]oNnuoo np %, Us) (3]onuoo np 9 Ud)
A g sursdsyied ap WNYY Sap uolssardya p neaalN B 1 swsdayred ap WINYYVY,| op Uoissaudxa p neaAlN C



FIGURE 13. Régulation par le PDGF de lI'expression des ARNm de la
cathepsine B chez les cellules synoviales de type fibroblastique. Les
cellules étaient privées de sérum pendant 24 heures, puis traitées par le PDGF
(20 ng/ml) ou laissées non traitées (contrdle). Apre¢s 3, 6, 8 ou 24 heures, 1' ARN
était extrait de ces cellules, préparé, séparé, transféré, hybridé a une sonde
radiomarquée de la cathepsine B ou de la P-actine, puis exposé a un film
autoradiographique (A). En paralléle avec la figure A, les figures B et C
présentent le niveau d'expression des transcripts de la cathepsine B
respectivement de 4,0 kb et 2,3 kb en pourcentage du contrdle, aprés correction
des résultats en fonction de 1'expression de la B-actine.
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FIGURE 14. Caractérisation par western blot des formes synthétisées
et sécrétées de la cathepsine B chez les cellules synoviales de type
fibroblastique. Les cellules synoviales étaient privées de sérum pendant 24
heures, puis traités par le TNF-a, PDGF, IL-1, bFGF ou IFN-v, ou laissées sans
traitement. A 8 heures ou 24 heures, le surnageant et les cellules étaient
récupérées. Les protéines extracellulaires (1 ml de milieu de culture ) et
intracellulaires (50 pg de protéines du lysat cellulaire) étaient séparées sur gel
d'acrylamide, transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les différentes
formes de cathepsine B intracellulaires (A) et extracellulaires (B) étaient
détectées avec un anticorps polyclonal dirigé contre les formes matures et
immatures de la cathepsine B
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FIGURE 15. Caractérisation par western blot des formes synthetisées
et sécrétées de la cathepsine L chez les cellules synoviales de type
fibroblastique. Les cellules synoviales étaient privées de sérum pendant 24
heures, puis traités par le TNF-a, PDGF, IL-1, bFGF ou IFN-y, ou laissées sans
traitement. A 8 heures ou 24 heures, le surnageant des cultures et les cellules
étaient récupérées. Les protéines extracellulaires (1 ml de milieu de culture ) et
intracellulaires (50 pug de protéines du lysat cellulaire) étaient séparées sur gel
d'acrylamide, transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les différentes
formes de cathepsine L intracellulaires (A) ' et extracellulaires (B) étaient
détectées avec un anticorps polyclonal dirigé contre les formes matures et
immatures de la cathepsine L .
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FIGURE 16. Régulation par les cytokines de I'expression des
variants 5' des ARNm de la cathepsine B chez la cellule synoviale.
Une transcription inverse de 1I' ARN suivie d'une amplification par PCR de la
région 5' de 1'ADNc de la cathepsine B étaient entreprises a partir de cellules
synoviales de type fibroblastique traitées par le TNF-«, le PDGF, le bFGF ou
I'IFN-Y, ou laissées sans traitement. Les produits PCR étaient séparés sur gel
d'agarose, transférés sur membrane, et hybridés a une sonde ADNc
radiomarquée de la cathepsine B. L'autoradiographe de la figure A montre des
bandes de 549, 461 et 306 paires de bases qui correspondent respectivement a
1"ARNm complet de la cathepsine B, 1' ARNm délété de I'exon 2 et I' ARNm
délété des deux exons 2 et 3. Pour mesurer 1'expression de ces différents
transcripts dans chacune des stimulations, 1'intensité de chaque bande était
analysée au phosphor imager. En parall¢le avec la figure A, la figure B montre
les proportions des bandes de 549, 461 et 306 pb. La figure C présente les
proportions moyennes de chacune de ces bandes, obtenues A partir de la
compilation des résultats de 6 cultures cellulaires distinctes.
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5. DISCUSSION

Dans la PR, I'érosion typique des structures cartilagineuses de 1'articulation qui se produit
essentiellement dans les zones contigiies & un front de cellules synoviales proliférantes
d'apparence transformée suggeére que les cellules synoviales libérent des enzymes capables de
dégrader les composants de la matrice extracellulaire. Bien que les protéases neutres sont
considérées comme les principales enzymes responsables de la destruction de l'articulation
rhumatoide (52), les processus de dégradation dans la PR pourrait aussi impliquer les cathepsines.
En effet, les cathepsines B et L, que 1'on peut localiser dans les cellules synoviales attachées au
cartilage et & 1'os au site de destruction de I'articulation rhumatoide.(46, 47), pourraient compléter
l'action destructrice de la collagénase sur le collagéne de la matrice extracellulaire puisqu'elles
peuvent dégrader les protéoglycanes du cartilage (61). Puisque les cellules synoviales de type
fibroblastique représentent probablement l'agent final responsable de la destruction de
l'articulation dans la PR, on étudiait chez ces cellules 1a régulation potentielle de 1'expression et de
la sécrétion des cathepsines B et L par les principales cytokines connues dans la PR pour étre
présentes dans l'environnement synovial et pour réguler des aspects importants du phénotype
invasif et destructeur des cellules synoviales de type fibroblastique. Notre équipe avait par avant
démontré la capacité du TNF-a a stimuler la sécrétion d'une activité cystéine protéase chez ces
cellules (78). Dans cette étude, la nature exacte de cette activité était définie. L'effet du PDGF,
bFGF et IFN-vy sur I'expression et la sécrétion des cathepsines B et L était également testé chez les
cellules synoviales de type fibroblastique.

Le traitement des cellules synoviales de type fibroblastique par le TNF-a et le PDGF
induisait une augmentation du niveau intracellulaire et de la sécrétion de la cathepsine B. De plus,
un traitement prolongé par le PDGF provoquait le retour de la quantité de cathepsine B sécrétée a
son niveau de base. Le TNF-a et le PDGF n'avaient pas d'effet sur la sécrétion de la cathepsine

L. En revanche, le bFGF et I'IFN-y induisaient tous les deux l'augmentation du niveau
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intracellulaire et de la sécrétion aussi bien de la cathepsine B que de la cathepsine L. Dans un cas
général, que ce soit pour le TNF-a,, le bFGF, I'TFN-Y, et éventuellement le PDGF, I'augmentation
de la sécrétion de la cathepsine B ou de la cathepsine L apres traitement apparaissait diie au moins
en partie & une syntheése fortement accrue dans un nombre restreint de cellules synoviales.
L'hétérogénéité des cellules synoviales de type fibroblastique dans une primo-culture pourrait

expliquer que seule une proportion restreinte de cellules répondaient aux cytokines.

TUMOR NECROSIS FACTOR-ALPHA

La sécrétion sélective de la cathepsine B, et non de la cathepsine L, par les cellules
synoviales traitées par le TNF-o confirmait que l'activité cystéine protéase sécrétée apres
stimulation par le TNF-a, décrite dans une étude précédente, représentait essentiellement la
cathepsine B. Un tel résultat est en parfait accord avec l'analyse en chromatographie liquide de
cette activité cystéine latente (78). Le TNF-a est connu pour ses capacités a induire la production
de la collagénase et de la prostaglandine E; (80), ainsi que la prolifération cellulaire (79) chez les
cellules synoviales. Dans cette étude, on montre que le TNF-a peut aussi induire chez ces cellules
la sécrétion de la cathepsine B. Toutes ces données suggerent que le TNF-o pourrait jouer un role
majeur dans la dégradation du cartilage articulaire médiée par les cellules synoviales de type
fibroblastique dans la PR.

Le TNF-a stimulait également la synthése de la cathepsine B chez les cellules synoviales.
L'effet stimulant du TNF-a sur cette synthése était apparu trés précoce puisque la proportion de
cellules positives pour la cathepsine B était presque triplée aprés seulement 4 heures de traitement
par le TNF-a. La stimulation de la sécrétion de la cathepsine B par le TNF-a était donc
probablement diie, au moins en partie, a une syntheése accrue de cette protéine. Ceci était confirmé
par la distribution non seulement périnucléaire, mais aussi périphérique de la cathepsine B apres
traitement des cellules par le TNFa. Au niveau ultrastructural, la cathepsine B nouvellement
synthétisée se localisaient dans des stuctures vésiculaires claires. La corrélation que 'on pouvait

faire entre ces nombreuses vésicules périphériques remplies de cathepsine B et la présence de
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pseudopodes cytoplasmiques dans les cellules activées par la TFN-o dénotaient probablement de
la sécrétion en cours d'une partie de la cathepsine B nouvellement synthétisée. Ces vésicules étant
claires, elles ne représentaient probablement pas des vésicules d'endocytose, mais plutdt des
vésicules de type lysosome primaire ou de sécrétion. Le fait que 1'on retrouve exclusivement la
forme immature de 43 kDa dans le surnageant suggere que la cathepsine B sécrétée était véhiculée
depuis le trans Golgi vers la membrane dans les vésicules de sécrétion constitutive, et ne résultait
donc pas de la délocalisation vers la membrane de vésicules type lysosome, comme déja décrit
chez des cellules épithéliales transformées.avec I'oncogeéne H-ras (131). Le processus de sécrétion
de la cathepsine B chez les cellules synoviales traitées par le TNF-o pourrait donc se concevoir de
la fagon suivante: 1. Stimulation de la synthése de la cathepsine B sous I'effet du TNF-a. 2.
Saturation des récepteurs man-6P du trans Golgi par la cathepsine B nouvellement synthétisée 3.
Déroutage de la cathepsine B de son adressage habituel vers le compartiment lysosomal pour la
voie de sécrétion par défaut (dite constitutive). 4. Sécrétion de la cathepsine B.

Néanmoins, la stimulation de la synthése de la cathepsine B par le TNF-a ne pouvait étre
corrélée a une expression transcriptionnelle accrue pour la cathepsine B: le niveau des transcrits de
2,3 et 4,0 kb de la cathepsine B était identique avant et apres traitement des cellules synoviales par
le TNF-a. Ceci suggeére que la régulation de I'expression de la protéine cathepsine B par le TNF-
o, mettrait en jeu des mécanismes post-transcriptionnels, notamment au niveau du processing de
I'ARNm. Ainsi, il a ét€ montré que l'expression de la cathepsine B dans les tissus humains
pouvait &tre en partie régulée au niveau de I'épissage alternatif de la région 5' du pré-ARNm de la
cathepsine B (130). En effet, cet épissage alternatif produit des trancripts de la cathepsine B
délétés de I'exon 2 ou des deux exons 2 et 3. Des essais in vitro ont démontré une augmentation
de I'activité traductionnelle pour ces deux transcrits: 'ARNm délété de 1'exon 2 et celui délété des
deux exons 2 et 3 étaient respectivement 4 fois et 8 fois plus actifs que ' ARNm entier. Dans notre
étude, la proportion des transcrits délétés des deux exons 2 et 3 se trouvait significativement
augmentée chez les cellules synoviales apres traitement par le TNF-a., contrairement aux transcrits
délétés du seul exon 2. L'activation par le TNF-a de mécanismes responsables de 1'épissage des
exons 2 et 3 dans I'ARNm de la cathepsine B pourrait donc éventuellement expliquer

l'augmentation de I'expression de la protéine cathepsine B chez les cellules synoviales traitées par

62



le TNF-o.. Néanmoins, 'exon 3 codant pour le peptide signal et une partie de peptide d'activation,
la protéine résultante de 32 kDa aurait en principe une localisation cytosolique. Le rdle joué par

I'expression de ce transcrit délété des exons 2 et 3 dans la sécrétion de la cathepsine B induite par

le TNF-a reste donc encore incertain.

PLATELET DERIVED GROWTH FACTOR

Le PDGF a été montré augmenter sélectivement d'une mani¢re dépendante du temps la
synthése ainsi que la sécrétion de la cathepsine L chez les cellules les souris NIH3T3. Cette
sécrétion sélective de la cathepsine L a été attribuée en partie & une altération de la distribution des
récepteurs man-6P en réponse au PDGF (132). Un tel effet du PDGF sur la distribution des
récepteurs man-6P chez les cellules synoviales de type fibroblastique pourrait supporter un modele
ou un mécanisme de sécrétion capture activé par le PDGF serait responsable de I'effet dépendant
du temps du PDGF sur le niveau de cathepsin B sécrété. En effet la redistribution induite par le
PDGEF des récepteurs man-6P pourrait provoquer des altérations au niveau du traffic intracellulaire
de la cathepsine B, ainsi que de 1'endocytose de la cathepsine B déja sécrétée. En premier lieu, des
concentrations limitantes de récepteurs man-6P dans 1'appareil de Golgi pourraient causer une
diversion de I'adressage de la cathepsine B nouvellement synthétisée de la voie lysosomal vers la
voie de sécrétion constitutive, et donc expliquer le niveau accrue de la procathepsine B sécrétée
dans le milieu de culture apres 8 heures de traitement. par le PDGF. Le niveau élevé de récepteurs
man-6P 2 la surface cellulaire pourrait ensuite provoquer la recapture de la cathepsine B, et donc
par 1a méme expliquer le bas niveau de cathepsine B retrouvée dans le milieu extracellulaire apres
24 heures de traitement des cellules synoviales de type fibroblastique par le PDGF. Un effet
dépendant du temps du PDGF sur 1'endocytose médiée par les récepteurs man-6P a d'ailleurs déja
été décrit.sur les cellules NIH3T3 (132).

La sécrétion variable au cours du temps de la cathepsine L chez les fibroblastes 3T3 traités
par le PDGF a été montré au moins en partie 1ié & une expression variable au cours du temps de

son ARNm (101). Chez les cellules synoviales de type fibroblastique, l'effet dépendant du temps
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du PDGF sur le niveau de cathepsine B sécrétée n'était pas li€ & une expression variable au cours
du temps des ARNm de la cathepsine B: le niveau d'expression des transcrits de 2,3 et 4,0 kb de
la cathepsine B a 3, 6, 8 et 24 heures de traitement par le PDGF était identique a leur niveau
contrdle respectif. Cette absence de corrélation entre la sécrétion et 1'expression transcriptionnelle
de la cathepsine B suggére qu'un mécanisme post transcriptionnelle pourrait réguler la sécrétion
sélective de la cathepsine B. Ainsi comme pour le TNF-a, le PDGF était capable de réguler
1'épissage alternatif de la région 5' du pré-ARNm de la cathepsine B: la proportion de transcrits
délétés des exons 2 et 3 apparaissait significativement augmentée apres traitement des cellules
synoviales par le PDGF. Néanmoins, le role joué par l'expression d'un tel transcrit dans
l'induction par le PDGF de la sécrétion de la cathepsine B reste incertain étant donné la probable
localisation cytosolique de la protéine traduite & partir de cette ARNm. Toutes ces données
suggerent que la sécrétion sélective de la cathepsine B par le PDGF chez les cellules synoviales de
type fibroblastique pourrait se faire & partir de mécanismes indépendant de la synthese de la
protéine. Ainsi, la cathepsine L chez la cellule de souris NIH 3T3 a été montrée avoir une affinité
10 fois moindre pour le récepteur man-6P que les autres enzymes lysosmales (96). En extrapolant,
il n'est pas interdit de penser que dans une autre espéce, en 'occurence 'espéce humaine, et qui
plus est chez le fibroblaste synovial, ce soit la cathepsine B qui ait une faible affinité pour le
récepteur man-6P. Ce fait n'est pas documenté. Néanmoins, si tel était le cas, et en association
avec les capacités du PDGF a altérer la distribution des récepteurs man-6P, cela pourrait expliquer
l'induction transitoire par le PDGF de la sécrétion de la cathepsine B chez la cellule synoviale.
Ainsi, la concentration des récepteurs man-6P dans le Golgi devenant limitante sous 1'action du
PDGF, elle provoquerait la sécrétion sélective de la cathepsine B, protéines de faible affinités et
synthétisées constitutivement. A long terme, la cathepsine B sécrétée serait recapturée par les
récepteurs man-6P délocalisaient 2 la surface de la cellule. Le fait qu'une augmentation
significative du nombre de cellules positives pour la cathepsine B était notée a 24 heures (7,2%),
mais pas a 4 heures (4,2%) de traitement par le PDGF, était en accord avec ce type de modele pour

l'induction sélective de la sécrétion de la cathepsine B par le PDGF.



BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR

Le bFGF est essentiellement connu pour ses capacités 2 moduler la croissance des cellules
synoviales (84). Le bFGF était démontré dans cette étude capable de moduler la sécrétion des deux
cathepsines L et B chez les cellules synoviales. L'induction de la sécrétion de la cathepsine L par le
bFGF est un phénomene déja reporté chez les fibroblastes 3T3 de souris (133). La régulation de la
sécrétion des cathepsines B et/ou L par des facteurs de croissance comme le bFGF ou le PDGF
chez les cellules synoviales de type fibroblastique suggere que ces cathepsines jouent un rdle
important dans la croissance invasive et destructrice de ces cellules observée dans la PR. La
régulation de la sécrétion des deux cathepsines B et L par le bFGF se fait probablement a partir de
mécanismes similaires. Ainsi I'induction de la sécrétion des cathepsines B et L par le bFGF se
trouvait directement corrélée a un accroissement de l'expression de leurs ARNm respectifs: le
niveau d'expression des transcrits de 2,3 et 4,0 kb de la cathepsine B et celui de 1,2 kb de la
cathepsine L étaient augmenté 3 fois apres traitement des cellules par le bFGF. La sécrétion induite
des deux cathepsines B et L apparaissait donc dépendre au moins en partie d'une synthése accrue.
Ceci était confirmé par 'augmentation significative de la proportion des cellules positives pour la
cathepsine B ou L apres traitement par le bFGF. La cathepsine B comme la cathepsine L étaient
localisées dans des structures vésiculaires claires se répartissant depuis le noyau jusqu'aux
pseudopodes cytoplasmiques périphériques, significatifs probablement de la sécrétion en cours de
ces cathepsines nouvellement synthétisées. Le fait que 1'on retrouve seulement leur forme
propeptidique immature, respectivement de 43 kDa et 40 kDa, dans le surnageant suggere que la
sécrétion d'une partie des cathepsines B et L nouvellement synthétisées apres traitement par le
bFGF s'effectue de la méme fagon depuis le trans Golgi vers la membrane dans les vésicules de
sécrétion constitutive, et ne résultait donc pas de la délocalisation vers la membrane de vésicules

type lysosome.
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INTERFERON-GAMMA

Une étude a récemment démontré une induction séléctive de la cathepsine B (augmentation
d'un facteur 5) et de 1a L (augmentation d'un facteur 3) chez des macrophages par I'lFN-y (134).
Un effet sélectif similaire de I'TFN-y sur la sécrétion de la cathepsine B (augmentation d'un facteur
5) et de la cathepsine L (augmentation d'un facteur 2) était démontré ici chez des cellules
synoviales de type fibroblastique. Ces données mettent en avant le role potentiel de I'TFN-y dans la
destruction du cartilage de l'articulation dans la PR. Ceci est en accord avec une étude précédente
qui a démontré que la dégradation des protéoglycanes du cartilage de l'articulation rhumatoide par
les neutrophiles pouvait étre accrue par I'TFN-y (135) . En plus de son role dans la dégradation du
cartilage articulaire, les cathepsines B et L ont été montrées impliquées dans le processing des
molécules du CMH de classe II (88). Cette derni¢re donnée mise en relation avec les capacités de
I'TFN-y a stimuler 'expression des molécules du CMH de classe II (85) et des cathepsines B et L
(démontré ici) chez les cellules synoviales, suggeére un role majeur de 1'TFN-y dans la pathogénie
rhumatoide en général. Ceci est en contraste avec l'utilisation de I'IFN-y comme agent
thérapeutique dans la PR. (136). L'effet thérapeutique de 1'TFN-y est sans doute li€ a 1'effet
antagoniste que peut avoir I'IFN-y avec certaines autres cytokines sur l'expression du phénotype
destructeur des cellules synoviales dans la PR: 1'TFN-y inhibe la croissance cellulaire ainsi que la
sécrétion de la collagénase stimulée par I'IL-1 (137) et le TNF-a (79) chez les cellules synoviales.

Les mécanismes de sécrétion activés par I'IFN-y étaient probablement similaires pour les
deux cathepsines B et L. Leur sécrétion apparaissait dépendre au moins en partie d'une synthése
accrue, dans la mesure ou la proportion des cellules positives pour la cathepsine B ou L était
significativement augmentée apres traitement par I'TFN-y. Le fait que les cathepsines B et L étaient
toutes les deux localisées dans des vésicules claires souvent associ€ées 2 des pseudopodes
cytoplamiques et que les formes sécrétées €taient dans les deux cas le propeptide, suggérent
qu'une partie des cathepsines B et L nouvellement synthétisées apres traitement par I'TFN-y étaient
toutes les deux véhiculées depuis le trans Golgi vers la membrane dans les vésicules de sécrétion
constitutive, et ne résultait donc pas de la délocalisation vers la membrane de vésicules type

lysosome.
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La régulation de la synthése des cathepsines B et L par I'TFN-y ne se faisait pas au niveau
transcriptionnel puisque l'expression des ARNm de ces deux cathepsines ne se voyait pas
augmentée apres traitement des cellules synoviales par 1'TFN-y. Ceci suggere que la régulation par
I'IFN-y de l'expression des protéines cathepsine B et L met en jeu des mécanismes post-
transcriptionnelles, peut étre au niveau du processing de ' ARNm dans le cas de la cathepsine B.
Mais tel ne semblait pas étre le cas, puisque la proportion des transcrits de la cathepsine B délétés
soit de I'exon 2 soit des deux exons 2 et 3 n'était pas significativement augmenté par I'IFN-y. La
régulation de la synthése des cathepsines B et L par I'IFN-y pourrait donc éventuellement se

passer directement au niveau du processus de traduction.

Bien que les cathepsines B et L soient des enzymes similaires, elles ont été montrées agir
sur les fibres de collagéne au travers de mécanismes bien distincts. La cathepsine L est plus
effective que la cathepsine B sur une base moléculaire. De plus, elles apparaissent avoir des sites
de clivage bien différents (60). Etant donné la spécificité d'action des deux cathepsines sur le
collageéne de la matrice extracellulaire, 'effet sélectif des cytokines sur la sécrétion des cathepsines
B et L reporté dans cette étude suggere que la dégradation du cartilage de l'articulation rhumatoide

par la cellule synoviale de type fibroblastique se fait suivant des mécanismes hautement régulés.
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Deuxiéme partie

ETUDE DE L'EPISSAGE ALTERNATIF DE LA
REGION 5' DU PRE-mRNA DE LA CATHEPSINE B
DANS LE TISSU SYNOVIAL
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1. INTRODUCTION

Dans la polyarthrite rhumatoide (PR), la destruction de I'articulation est liée a la présence
de cellules synoviales d'apparence transformée: l'érosion des structures cartilagineuses de
l'articulation se localise essentiellement dans les zones contigiies a un front de cellules synoviales
proliférantes (33). La cathepsine B apparait jouer un rdle important dans la croissance invasive de
type tumoral des cellules synoviales rhumatoides. En effet, cette enzyme lysosomiale, capable de
dégrader le collagene de type II, IX, X1 et les protéoglycanes (60), a été détectée a un haut niveau
dans le liquide synovial rhumatoide (123, 138-140), et immunolocalisée dans les cellules
synoviales accrochée au cartilage et a 1'os aux sites de destruction de l'articulation (46, 47).

Le niveau élevé d'expression de la cathepsine B en marge du pannus de type tumoral
trouvé dans le tissu synovial enflammé des individus polyarthritiques doit étre mise en relation
avec l'expression fréquemment accrue de la cathepsine B dans certaines tumeurs humaines (141).
Comme dans les tumeurs humaines le niveau des transcrits de la cathepsine B est augmenté dans
le méme temps (115, 142), il est considéré en général que la régulation de 1'expression de la
cathepsine B se fait d'abord au niveau de la transcription. Néanmoins, I'hétérogénéité des
régions 5' et 3' non traduites des ARNm de la cathepsine B humaine (143-145), suggere
fortement que I'expression de la cathepsine B pourrait aussi étre régulé par des mécanismes post-
transcriptionnels, notamment au niveau du processing de 'ARNm. Gong et Frankfater ont
démontré que les mutiples messages de la cathepsine B proviennent de 1'épissage alternatif d'un
seul gene (143). Dans la région 3' non traduites de ' ARNm de la cathepsine B, il ont montré que
I'épissage A partir d'un site donneur localisé dans l'intron 11 et I'utilisation d'un signal de
polyadénylation alternatif dans 1'exon 12 produit un message de 4,0 kb, en plus de celui de 2,3
kb décrit précédémment (90). Dans la région 5, ils ont reporté des transcrits dont les exons 2 ou
les deux exons 2 et 3 avaient ét€ épissés. Alors que le ratio des transcrits de 2,3 kb sur ceux de
4,0 kb était similaire dans les tissus tumoraux ou normaux, une différence significative dans le

ratio des variants 5' du transcrit de la cathepsine B était notée: les ARNm de la cathepsine B
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délétés de I'exon 2 é€taient prédominants dans les tissus humains tumoraux, et ceux délétés des
deux exons 2 et 3 étaient détectés exclusivement dans des carcinomes du colon et du sein ou des
mélanomes humains (143). D'une importance particuli¢re, ces ARNm de la cathepsine B a région
5' variables, spécifiques des tumeurs, montraient des taux accrues de traduction dans des essais
in vitro: les ARN sans les exons 2 et 3 étaient deux fois plus actifs que ceux sans le seul exon 2,
et huit fois plus actifs que ceux & région 5' compléte. Ces données mettent en évidence le role de
'épissage alternatif de 'ARNm de la cathepsine B dans la forte expression de la cathepsine B
dans les tumeurs humaines. Le but de cette étude était d'évaluer la contribution de 1'épissage
alternatif du pré-ARNm de la cathepsine B dans le niveau €lévé de la cathepsine B observé dans le
tissu synovial rhumatoide au niveau de la marge invasive du pannus de type tumoral.
L'expression des différents ARNm de la cathepsine B, en particulier les variants 5', était

examinée dans le tissu synovial rhumatoide comparé au tissu synovial arthrosique ou normal.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Tissus synoviaux. Les tissus synoviaux de 23 individus atteints de PR, et 12 d'arthrose
étaient obtenus au moment de procédures chirurgicales (arthroplastie totale de 1'articulation dans
la plupart des cas). Tous les individus atteints de PR répondaient aux critéres de 1'American
College of Rheumatology (4). Comme contrdle, en plus de 1'arthrose, 3 tissus synoviaux avaient

été obtenus lors de chirurgies post-traumatiques (ligamentoplastie du genou)

2.2. Sonde ADNc de la cathepsine B. Un fragment de la cathepsine B humaine était

obtenu par transcription inverse d'ARN de tissu synovial humain, suivi par une PCR utilisant des
primers aux extrémités d'une région s'étendant des paires de base 147 (exon 4) a 1011 (exon 11)
de I'ADNc de la cathepsine B précédemment clonée (90). Ce fragment était sous-cloné dans le
vecteur pBlueScript II KS+ (Stratagene, La Jolla, CA). L'insert cloné de la cathepsine B était
isolé par digestion avec les enzymes Kpnl et EcoRI pour donner un fragment de 805 paires de
bases. Ce fragment était isolé par électrophorese en gel d'agarose et purifié par le kit Geneclean
(Bio 101, San Diego, CA). Pour étre utilisé comme sonde, le fragment ADNc de cathepsine B

était marqué au 32P-adCTP (random primed labelling kit, Amersham, Les Ulis, France).

2.3. RT-PCR de la région 5' non traduite de la cathepsine B. Les tissus synoviaux

étaient mis dans de 1'azote liquide au moment de la procédure chirurgicale. L'ARN total était
préparé par lyse des cellules au RNAzol. L'intégité du RNA était vérifiée sur gel d'agarose en
visualisant les bandes 18 S et 28 S. La RT était faite 4 42°C 3 partir de 2 pg d'ARN en utilisant la
transcriptase reverse du MMLYV et des primers polydT(Life Technologies). La PCR était faite sur
un Perkin Elmer's GeneAmp system 9600 thermal cycler. Les primers utilis€s pour amplifier la
région 5' de 'ADNc de la cathepsine B étaient:

5'-GGGATCCAACCGCTCCGCTGCGCGC-3'  dans I'exon 2 (sense)

5'-GGGAATTCGGTGTGGATGCAGATCCG-3' dans I'exon 6 (anti-sense)
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Les oligonucléotides étaient synthétisés par Eurogenetec. L'amplification était pratiquée
sur 30 cycles (30 secondes a 95°C, 1 minute & 60°C, et 2 minutes & 72°C) dans un volume de 100
ul.. Les produits PCR étaient ensuite séparés par électrophorese sur gel d'agarose 2%, transférés
sur une membrane de nylon, et hybridés a la sonde ADNc de 805 pb radiomarquée de la
cathepsine B. La membrane était ensuite appliquée a un écran photosensible pendant 72 heures.
L'intensité de chaque bande d'amplification était ensuite analysée sur un Phosphor Imager 445

SI.

2.4. Northern blot. L'ARN total était séparé par électrophorése sur gel d'agarose 1%/1.1M
formaldhéhyde en tampon MOPS (5 ug par puit), transféré sur membrane de nylon, et hybridé a
la sonde ADNc de 805 pb selon le protocole de Church (125). Les niveaux d'expression des
différents transcrits de la cathepsine B étaient déterminés sur analyseur d'image (Image master

DT, Pharmacia).
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3. RESULTATS

3.1. Identification des variants 5' de 'ARNm de la cathepsine B dans le

tissu synovial humain.

Pour évaluer 1'épissage alternatif de I'ARN de la cathepsine B, I'expression des variants
5' du transcrit de la cathepsine B était examinée dans le tissu synovial d'individus atteints de PR,
d'arthrose ou normaux. La région 5' de 'ARNm de la cathepsine B était donc rétrotranscritpte
par PCR a l'aide de primers situés aux exons 1 et 6. Apres €lectrophorese, 'hybridation du blot
avec la sonde de la cathepsine B révélait des fragments de 549, 461 et 306 paires de bases qui
correspondent respectivement 2 1'ARNm contenant la totalité de la région 5', ' ARNm délété de
I'exon 2, et 'ARNm délété des deux exons 2 et 3 (143). La figure 17 A montre des exemples
représentatifs de 1'amplification de la région 5' des ARNm de la cathepsine B issus de tissus
synoviaux rhumatoides, arthrosiques et post-traumatiques (considérés comme normal) obtenus de
diverses articulations. Les deux ARNm de la cathepsine B contenant la région complete et d€létés
de l'exon 2 étaient exprimés dans tous les tissus synoviaux rhumatoides, arthrosiques, ou
normaux. En revanche, 'ARNm délété des exons 2 et 3 montraient une expression variable, et

étaient détectés dans 20 cas sur 23 de PR, 10 cas sur 12 d'arthrose, et 1 cas sur 3 de traumatisme.

3.2. Quantification des variants 5' de 'ARNm de la cathepsine B dans le

tissu synovial humain.

Les tissus synoviaux exprimaient apparemment plus d ARNm de la cathepsine B délété
des exons 2 et 3. que les tissus synoviaux arthrosiques ou normaux (figure 17 A). Pour connaitre
I'impact réel de 1'épissage alternatif de la cathepsine B sur le niveau élevé de 'ARNm délété des
exons 2 et 3, l'influence potentielle d'une augmentation de l'activité transcriptionnelle dans le

tissu rhumatoide devait étre pris en compte. Apres avoir mesuré l'intensité de chacune des bandes
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d'amplification de 549, 461 et 306 pb a partir d'un phosphor imager, les proportions des variants
5' du transcrit de la cathepsine B étaient établies. En relation avec la figure 17 A, la figure 17 B
montre les proportions de ces divers ARNm de la cathepsine B. A partir des exemples montrés, il
apparaissait que la proportion des ARNm sans les exons 2 et 3 était plus importante dans les
tissus synoviaux de PR que dans les tissus arthrosiques ou normaux. Les proportions moyennes
des variants 5' du transcrit de la cathepsine B étaient établies a partir de la totalité des tissus
synoviaux analysées (figure 17 C).Les ARNm sans les exons 2 et 3 représentaient 17,7% *
2,2% de la totalité des ARNm de la cathepsine B dans les tissus synoviaux rhumatoides, 9,0% +
2,1% dans les tissus arthrosiques, et 0,2 % * 0,1% dans les tissus normaux. En revanche, la
proportion des ARNm de la cathepsine B délétés du seul exon 2, qui étaient les messagers
prépondérants de la cathepsine B dans les tissus synoviaux, apparaissait plutdt similaire dans les
tissus rheumatoides, arthrosiques et normaux (respectivement 64,9% * 3,0%, 71,3% * 3,5% et
80,5% £ 7,1%).

Pour établir de fagon certaine un déplacement significatif de I'expression des ARNm de la
cathepsine B a régions 5' completes vers les ARNm délétés des exons 2 et 3 dans le tissu
synovial rhumatoide, une étude statistique avec le test U de Mann-Whitney était entreprise 2 partir
des proportions des ARNm de la cathepsine B délétés des exons 2 et 3, et de I'exon 2. Comme
démontré par 1'analyse des proportions de la bande de 306 pb dans les différents tissus, une
augmentation significative de la proportion des ARNm délétés des exons 2 et 3 était observée
dans le tissu synovial rhumatoide par rapport au tissu arthrosique (p=0,029) ou normal
(p=0,021) (tableau 7 bis, ratio 306/total). La spécificité potentielle de 'ARNm de la cathepsine B
délété du seul exon 2 dans la PR était aussi examinée. Comme démontré par l'analyse des
proportions des bandes de 461 pb dans les différents tissus, ' ARNm de la cathepsine B délété de
l'exon 2, contrairement 2 celui délété des deux exons 2 et 3, n'apparaissait pas €tre spécifique de
la PR: la différence entre le tissu synovial rhumatoide et le tissu synovial arthrosique (p=0,135)

ou normal (p=0,059) n'était pas significative (tableau 7 bis, 461/total).
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Tableau 7 bis. Accroissement significatif de la proportion de I' ARNm de la
cathepsine B délét€ des exons 2 et 3 exprimé dans le tissu synovial rhumatoide
par rapport au tissu synovial arthrosique ou normal.

Probabilité associée au test U de Mann-Whitney

306/total* ratio 461/total* ratio
PR et arthrose 0.029 0.135
PR et normal 0.021 0.059

¥ total = addition des bandes de 306, 461 et 549 pb

3.3. Analyse de la région 3' non traduite de I' ARNm de cathepsine B

Pour examiner dans sa totalité 1'épissage alternatif de la cathepsine B dans le tissu
synovial, les variations dans la région 3' non traduite de ' ARNm de la cathepsine B étaient aussi
étudiées. Les transcrits de la cathepsine B de 4,0 kb et 2,3 kb, qui différent dans leur région 3'
non traduite, étaient détectés dans tous les tissus testés (figure 18 A). L'analyse densitométrique
des signaux radiographiques révélait que le ratio des ARNm de 2,3 kb sur ceux de 4,0 kb était
environ de 2:1 dans les tissus synoviaux rhumatoides, arthrosiques et normaux (figure 18 B). La
normalisation des données au travers de la B-actine indiquait que le niveau global des ARNm de la

cathepsine B était similaire dans les tissus synoviaux rhumatoides, arthrosiques et normaux.
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FIGURE 17. Régulation par les cytokines de I'expression des
variants 5' des ARNm de la cathepsine B dans les tissus synoviaux.
Une transcription inverse de I' ARN suivie d'une amplification par PCR de la
région 5' de ' ADNc de la cathepsine B étaient entreprises a partir de tissus
synoviaux rhumatoides (RA), arthrosiques (OA) ou normaux (NO). Les produits
PCR étaient séparés sur gel d'agarose, transférés sur - membrane, et hybridés a
une sonde ADNc radiomarquée de la cathepsine B. L'autoradiographe de la figure
A montre des bandes de 549, 461 et 306 paires de bases qui correspondent
respectivement a3 I' ARNm complet de 1a cathepsine B, I' ARNm délété de 1'exon 2
et ' ARNm délété des deux exons 2 et 3. Pour mesurer l'expression de ces
différents transcripts dans les tissus synoviaux, l'intensité de chaque bande était
scannée au phosphor imager. En parallele avec la figure A, la figure B montre les
proportions des bandes de 549, 461 et 306 pb. La figure C présente les
proportions moyennes de chacune de ces bandes, obtenues a partir de de la
totalité des tissus synoviaux (23 tissus rhumatoides, 12 arthrosiques et 3

normaux).
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FIGURE 18. Expression globale des ARNm de la cathepsine B dans
les tissus synoviaux. Un northern blot était pratiqué a partir d' ARN de tissus
synoviaux rhumatoides (RA), arthrosiques (OA), ou normaux (NO). L'ARN était
hybridé a une sonde ADNc radiomarquée au 32p ge 1a cathepsine B et de la B-
actine. La figure A montre 1'autoradiographe. L'intensité de chacune des bandes
était quantifiée sur un analyseur d'image (Pharmacia). En parall¢le avec la figure
A, la figure B présente le niveau d'expression des transcripts de 4,0 et 2,3 kb de
la cathepsine B aprés correction des résultats en fonction de 1'expression de la B-
actine.
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4. DISCUSSION

La croissance invasive des cellules synoviales aux sites de destruction articulaire dans la
PR est trés certainement li€e a leur capacité a proliférer et a sécréter des enzymes protéolytiques
telles que les métalloprotéases collagénase et stromelysine, ou les cystéine protéases cathepsine B
et L (33, 78, 116-119). L'expression d'un tel phénotype chez la cellule synoviale suggére qu'un
processus analogue a la transformation cellulaire néoplasique se produise chez ces cellules dans
la PR. Pour examiner dans sa globalité la relation entre le tissu synovial rhumatoide et un tissu
tumoral, I'épissage altrernatif de ' ARNm de la cathepsine B, notamment sans sa région 5', était
étudié. L'épissage alternatif dans la région 5' de ' ARNm de la cathepsine B produit des ARNm
délétés des exons 2 ou des exons 2 et 3, qui sont exprimés presque exclusivement dans les tissus
tumoraux. Ces ARNm spécfiques des tumeurs possédent des taux de traduction excessivement
élevés, et par conséquert pourraient €tre au moins en partie responsable de la forte expression de
la cathepsine B das les tumeurs humaines. A l'instar des tissus tumoraux, le niveau élévé de la
cathepsine B détectée dans le tissu synovial rhumatoide, dans la marge invasive du pannus de
type tumoral, pourraient en partie trouver son origine dans 1'épissage alternatif de son pré-
ARNmMm. Nous avons donc cherché une éventuelle expression spécifique des variants 5' de
I'ARNm de la cathepsine B dans le tissu synovial rhumatoide, par rapport au tissu synovial
arthrosique ou normal. Bien que ' ARNm délété de 1'exon 2 était le transcrit prépondérant de la
cathepsine B dans tous les tissus synoviaux testés, aucune différence significative dans
l'expression de ce message n'était démontrée entre le tissu rhumatoide, arthrosique ou normal.
Au contraire, ' ARNm de la cathepsine B délété des exons 2 et 3 était significativement augmenté
dans le tissu synovial rhumatoide en comparaison de 1'arthrose (p=0,029) ou normal (p=0,021).
Cette sélectivité au niveau de l'augmentation des variants §' de ' ARNm de la cathepsine B
démontrait ainsi le role de 1'épissage alternatif au niveau de la régulation de 1'expression de la
cathepsine B.

Puisqu'il a ét¢ démontré spécifiquement dans une tumeur humaine du cerveau que la

transcription de la cathepsine B pouvait étre initée non seulement & partir de I'exon 1, mais aussi a
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partir de 'exon 2 et 3 (145). On pourrait arguer que les variants 5' de 'ARNm de la cathepsine B
exprimés dans le tissu synovial ne dérivent pas seulement de 1'épissage alternatif du pré-ARNm,
mais aussi de la présence de ces sites supplémentaires d'initiation de transcription. Cependant,
puisque le but de cette étude était 'analyse de 1'épissage alternatif de la région 5' de 'ARNm de la
cathepsine B, la détection potentielle des transcrits de la cathepsine B issus de régions
promotrices en amont des exons 3 et 4 était prévenue par la l'utilisation d'un primer au niveau de
l'exon 1 lors de la PCR (voir matériels et méthodes).

Dans une autre étude, deux exons supplémentaires avaient été détectés dans la région §'
non traduite des transcrits de la cathepsine B, entre les exons 2 et 3. De tels transcrits sont
exprimés dans des gliobastomes et tumeurs de prostate (145). Cependant, ces transcrits
apparaissaient toujours comme des variants transcriptionnels mineurs. De plus, ils n'ont pas été
détectés dans les tissus du colon. Dans notre étude, de tels transcrits n'avait &té détectés dans
aucun des tissus testés. Les cellules synoviales expriment des variants transcriptionnels de la
cathepsine B sans les exons 2 ou 2 et 3, mais probablement pas les transcrits de la cathepsine B
avec un exon supplémentaire entre les exons 2 et 3.

Le fait que dans tous les tissus analysés le transcrit prépondérant de la cathepsine B était
celui délété de son exon 2 est dans la droite ligne d'études précédentes faites sur d'autres types
tissulaires normaux ou tumoraux, comme les tissus du colon, de la prostate ou du cerveau (145).
Parce que l'exon 2 de 88 pb n'implique pas la séquence codant pour la cathepsine B, l'excision
de l'exon 2 lors du processing du pré-ARNm apparait jouer un rdle important dans l'expression
de la protéine cathepsine B dans la plupart des tissus humains. En plus, les transcrits sans exon 2
ont ét€ démontrés deux fois plus actifs que ceux contenant I'exon 2 (143). Néanmoins puisque
des propdrtions similaires d'ARNm délétés de l'exon 2 étaient détectés dans les tissus
rhumatoides, arthrosiques et normaux, I'épissage responsable de la production de ces ARNm ne
semble pas devoir subir de régulation particuliére dans le tissu synovial, suggérant que le niveau
élévé de la protéine de la cathepsine B dans le tissu synovial rhumatoide aux sites de destruction
de l'os et du cartilage ne dérive pas de 1'excision de I'exon 2 lors du processing de 'ARNm de la

cathepsine B.
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L'expression de ' ARNm de la cathepsine B délétés des exons 2 et 3 était aussi examinée
dans cette étude. Contrairement a l'exon 2, I'exon 3 implique des séquences codant pour la
cathepsine B. L'exon 3 de 151 pb code le peptide signal requis pour I'entrée dans le réticulum
endoplasmique, et 7 résidus du peptide d'activation. Comme démontré dans des essais in vitro, la
traduction d'un tel transcrit sans exon 2 ni 3 aboutit 3 la synth¢se d'une protéine de 32 kDa a
laquelle il manque le peptide signal et plus de la moitié du peptide d'activation (143). A partir de
ces données, le role d'un tel ARNm sans exons 2 et 3 dans l'expression de la protéine cathepsine
B apparait assez incertain. Cependant, d'autres données suggerent que cette protéine pourrait
quand bien méme avoir un rdle intracellulaire. Il a été reporté que cette protéine synthétisée in
vitro pouvait se reconformer de maniére telle qu'elle serait active sans excision du peptide
d'activation. De plus, le traitement a la pepsine de cette protéine de 32 kDa provoquerait une
augmentation de Iactivité enzymatique de 'ordre d'un facteur 3 (130). Puisque le peptide signal
est absent d'une telle protéine, son expression éventuelle semble étre corrélée & une localisation
cytosolique ou nucléaire. Cette enzyme protéolytique pourrait étre impliquée indirectement dans le
processus destructeur par modulation de l'activité de certaines protéines régulatrices
intracellulaires importantes.

Des variations dans la région 5' non traduite de certains ARNm ont été montrées affecter le
niveau d'expression de la protéine synthétisée au travers de modifications de la stabilité (146) ou
de l'activité traductionnelle (147) de I'ARNm. L'excision des deux exons 2 et 3 lors du
processing du pré-ARNm de la cathepsine B induit une augmentation d'un facteur 8 de I'activité
traductionnelle de ' ARNm (143). La proportion de cet ARNm hautement traduit de la cathepsine
B était montrée dans cette étude Etre significativement accrue dans le tissu synovial rhumatoide.
Ceci suggere que 1'épissage alternatif de la région 5' du pré-ARNm de la cathepsine B pourrait
réguler 1'expression de la protéine dans le tissu synovial, et donc serait responsable de
I'expression accrue de la cathepsine B chez les cellules synoviales dans la PR.

Des variations dans la région 3' non traduite de certains ARNm ont aussi été démontrées
affecter la stabilité (148) ou la traduction (149) de 'ARNm. Pour déterminer la contribution
potentielle de 'épissage alternatif de la région 3' du pré-ARNm de la cathepsine B, I'expression

des transcrits de 2,3 et 4,0 kb de la cathepsine B, qui différent dans leur région 3', était aussi
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analysée. Le ratio des ARNm de 2,3 kb sur ceux de 4,0 kb était similaire dans les tissus
synoviaux rhumatoides, arthrosiques et normaux. L'épissage alternatif de la région 3' du pré-
ARNmMm de la cathepsine B n'apparait donc pas €tre impliqué dans le niveau élevé de la protéine
cathepsine B observé dans le tissu synovial d'individus atteints de PR.

L'analyse par northern blot indiquait un niveau des transcrits de la cathepsine B similaire
dans les tissus synoviaux rhumatoides, arthrosiques et normaux. Une étude précédente a rapporté
une transcription accrue de la cathepsine B dans les cellules synoviales issues de PR (47). Mais
dans notre étude, la transcription de la cathepsine B était évaluée directement dans le tissu
synovial, et non pas dans des cellules synoviales de type fibroblastique en culture. De plus,
contrairement a l'autre groupe qui avait utilisé en tant que contrdle des fibroblastes gingivaux et
des cellules épithéliales de tumeurs de colon, nous avons utilisé du tissu synovial non inflammé
comme contrdle. Nos données suggerent que 1'expression de la cathepsine B dans le tissu
synovial rhumatoide n'est pas l'objet d'une régulation transcriptionnelle. Ceci renforce le rdle
potentiel des mécanismes post-transcriptionnels, comme 1'épissage alternatif de la région 5' du
pré-mRNA de la cathepsine B, dans la régulation de I'expression de la cathepsine B dans le tissu
synovial.

Comme 'ARNm de la cathepsine B délété des exons 2 et 3 a ét€ montré avant tout Etre
exprimé dans les tissus tumoraux, la prévalence démontrée d'un tel ARNm dans le tissu synovial
rhumatoide renforce la vue que les cellules synoviales expriment un phénotype de type tumoral.
Le phénotype transformé des cellules synoviales dans la PR est probablement régulé par les
cytokines inflammatoires présentes au niveau de la synoviale rhumatoide. Ainsi le PDGF induit in
vitro la croissance avec et sans ancrages des cellules synoviales (82, 150). Le bFGF peut aussi
moduler la croissance de ces cellules (84). La production de la collagénase est induite par I'TL-1 et
le TNF-0..(76, 80) L'TFN-y inhibe la croissance cellulaire et la sécrétion de la collagénase induites
par 1'TL-1 (137) et le TNF-a (79). Nous venons de démontrer la stimulation de I'expression et/ou
la sécrétion de la cathepsine B par le TNF-¢, 1'IL-1, le PDGF, le bFGF, et I'IFN-y, ainsi que
I'expression et sécrétion de la cathepsine L par le bFGF, et I'TFN-y (151). On pouvait donc
spéculer sur la régulation par les cytokines de I'épissage alternatif de la région 5' de 'ARNm de

la cathepsine B qui donne naissance aux transcrits anormaux. Ceci était confirmé par la
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démonstration d'une induction sélective par le PDGF et le TNF-a de 'expression du transcrit de
la cathepsine B d€lété des exons 2 et 3 chez les cellules synoviales en culture. Plus frappant
encore était la similarité des proportions de cet ARNm, d'une part chez la cellule synoviale traitée
par le PDGF ou le TNF-a (14,9% et 17,3% des ARNm totaux de la cathepsine B) et le tissu
synovial rhumatoide (17,7%), et d'autre part chez la cellule synoviale contrdle non traitée (9,7%)
et le tissu synovial arthrosique (9,0%). Ceci confirme le rdle prépondérant des cytokines dans

I'expression du phénotype transformé des cellules synoviales dans la PR.
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Troisiéme partie
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POLYARTHRITE RHUMATOIDE

85



1. GENERALITES SUR L'ACTIVATION ONCOGENIQUE DANS LA PR

1.1. Contribution des oncogénes a la pathogénie de la PR.

Comme les oncoprotéines jouent un role essentiel dans l'initiation et la régulation de la
croissance cellulaire, 'apparition de ce front invasif de cellules synoviales transformées suggere
une régulation anormale de l'expression de certains oncogénes dans la PR. Une expression
anormale de ces oncogénes provoquerait une dérégulation des fonctions cellulaires normales, avec
une croissance accentuée et I'induction d'enzymes protéolytiques (34).

Les proto-oncogeénes codent des protéines impliquées dans bon nombre de fonctions
cellulaires incluant prolifération et différentiation (152, 153). Ces oncoprotéines sont
potentiellement impliquées a chacune des étapes de la cascade de signaux intracellulaires, allant du
stimulus extracellulaire juqu'a I'expression du géne dans le noyau (154). Ce sont ainsi les facteurs
de croissance, les récepteurs de facteurs de croissance, les protéines liant le GTP, les protéines
kinases et les facteurs nucléaires de transcription (152). Selon la localisation intracellulairc du
produit de leur contrepartie normale ("proto-oncogéne”), les oncogénes peuvent étre classés
comme suit: ceux agissant au niveau de la membrane plasmique (src, fmf, ras), du cytoplasme
(mos, raf), ou dans le noyau (myc, myb, fos, jun, Rb, p53).

Afin de déterminer la contribution oncogénique a la pathogénie de la PR, il est apparait
important d'étudier au niveau de la synoviale rhumatoide I'expression d'oncogénes connus pour
participer aux mécanismes régulant l'expression de certains caracteres liés 2 la transformation:
induction d'enzymes protéolytiques comme les cystéine protéases ou les métalloprotéases, et

prolifération cellulaire.
1.2. Induction oncogénique des cystéine protéases dans la PR: roéle
de ras dans l'expression des cathepsines B et L.

Différents travaux ont démontré une interconnexion entre l'expression de l'oncogeéne ras
et I'expression des cystéine protéases cathepsines L et B. Ainsi la transfection du seul oncogene

ras dans les fibroblastes NIH3T3 de souris méne a la transformation cellulaire avec induction de
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cathepsine L (91). De méme des formes activées des cathepsines B et L sont sécrétées par des
fibroblastes de souris transformés par le virus de Kirsten exprimant I'oncogeéne ras (155). C'est a
ce titre que l'on a cherché et trouvé une telle association dans la synoviale rhumatoide. Des
analyses immunohistochimiques pratiquées au niveau du tissu synovial rhumatoide ont démontré
que l'expression accrue des cathepsines L et B au niveau des synoviocytes attachés au cartilage et

a l'os est directement associée 2 une expression significative de 1'oncoprotéine ras (46, 47).

1.3. Induction oncogénique des métalloprotéases dans la PR: réle de

c-fos et ras dans l'expression de la collagénase.

Les expériences de transformation cellulaire ont démontré que le géne de la collagénase
peut étre régulé transcriptionnellement par un certain nombre d'oncogénes codant des formes
normales ou mutées de facteurs de croissance ou de protéines impliquées dans la transduction du
signal. En particulier, il a ét€ démontré que l'oncoprotéine nucléaire c-fos, appartenant 2 la famille
des "immediately early genes", est essentiel & l'activation transcriptionnelle du géne de la
collagénase dans des fibrobiastes murins transformés (156). Les observations histologiques de la
synoviale rhumatoide humaine ont décrit une intense coloration nucléaire spécifique a la protéine c-
fos dans les cellules synoviales produisant la collagénase au site de destuction (46). D'autres
études ont montré que l'expression du messager de la collagénase intersticielle est directement
associée a l'expression du messager de c-fos dans des fibroblastes issus d'explants synoviaux,
ainsi qu'une corrélation positive entre l'immunoréactivité de la protéine c-fos et celle de la
collagénase dans les articulations rhumatoides (48). De plus, on a montré récemment que la souris
transgénique c-fos développait une arthrite destructive sans infiltration de lymphocytes (44).
Toutes ces données suggerent une véritable implication de I'oncogene c-fos dans la pathogénie de
la PR par induction de l'expression des métalloprotéases chez les synoviocytes présents au site de
destruction.

On peut situer c-Hras au méme niveau que c-fos dans la pathogénie de la PR puisque c-
Hras, exprimé significativement dans les cellules synoviales rhumatoides attachées au cartilage en

cours d'érosion (46), est un des éléments régulateurs de I'expression de c-fos (157). Ainsi peut-
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on constater chez des fibroblastes murins synoviaux normaux transfectés avec c-Hras une forte
expression de la transine, 'homologue de la métalloprotéase humaine stromelysine (158).
Néanmoins, la forte activité globale de métalloprotéases au niveau de l'interface pannus-
cartilage peut ne pas s'expliquer que par la seule induction oncogénique de l'expression de la
proenzyme. En effet, il apparait nécessaire de tenir compte également de l'expression d'inhibiteurs
spécifiques de ces métalloprotéases. La famille sans cesse croissante des inhibiteurs tissulaires de
métalloprotéases (TIMP) comprend actuellement trois protéines appelées TIMP-1 (159), TIMP-2
(160) et TIMP-3 (161). La balance entre les TIMPs et les métalloprotéases est un é€lément crucial
de la restriction de caractéristiques néoplasiques chez les cellules normales (162). Un déséquilibre
en faveur d'une activité accrue des métalloprotéases favorise la croissance néoplasique (163). On a
pu constater qu'un tel déséquilibre existe réellement au niveau de la synoviale dans les cas de PR
hautement inflammatoire, 'expression de TIMP y apparaissant moins intense que celle de la
collagénase et de la stromelysine (59). Des mécanismes oncogéniques pourraient fort bien
également €tre & I'origine de ce déséquilibre dans la PR. En effet, la présence de 1'élément TRE au
niveau du promoteur des genes codant les TIMPs et les métalloprotéases suggere que les
oncoprotéines type fos ou jun, qui compose le complexe AP-1 responsable de l'activation du
TRE, jouent un role important dans la régulation de I'expression des métalloprotéases et des

TIMPs (164).

1.4. Oncogénes modulant la croissance cellulaire dans la PR: réle de

c-fos, c-ras et Rb dans le contrdle de la prolifération.

Les oncogénes c-fos et c-ras, qui sont significativement exprimés dans les cellules
synoviales du pannus rhumatoide, peuvent également contribuer a la pathogénie de la PR en
modulant la prolifération des synoviocytes du pannus. En effet, c-fos et c-ras sont connus d'une
fagon générale pour participer activement  la régulation du cycle cellulaire. Ainsi la prolifération
de cellules 3T3 peut étre inhibée par la présence de messagers antisenses de c-fos (165). De

méme, le processus de prolifération cellulaire normale est souvent associé a un fort accroissement
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des messagers de ras, comme dans le cas de cellules hépatiques en cours de régénération (166,
167).

L'importance de l'anti-oncogéne Rb (Rétinoblastome) dans la croissance cellulaire
transformée des synoviocytes dans la PR est quant a lui suggérée par 1'expression anormale de ce
géne dans un cas de sarcome synovial (168). De récentes études ont laissé entendre que les
facultés de la protéine Rb a réguler négativement le cycle cellulaire prennent leur origine dans la
capacité de Rb a se lier au facteur de transcription E2F pour ainsi moduler l'activité de ce dernier
(169). Certaines protéines virales comme l'antigéne grand T de SV40 (AgT de SV40) sont
capables de controler 1'activité de la protéine Rb dans les fibroblastes humains (170). Ces données
suggerent un role majeur de la protéine Rb dans la régulation de la croissance des synoviocytes.
La dérégulation de 1'expression de cette oncoprotéine Rb dans les synoviocytes pourrait ainsi

expliquer la prolifération de ces cellules au niveau du pannus rhumatoide.

1.5. Facteurs d'activation des oncogeénes dans la PR.

Si les oncogeénes paraissent jouer un role important dans la pathogénie de la PR, reste a
déterminer les facteurs responsables de l'activation de ces oncogeénes au niveau de la synoviale
rhumatoide. L'hypothése dominante place les cytokines comme activateurs majeurs des oncogeénes
dans la PR. Une hypothése plus marginale fait intervenir les rétrovirus dans l'activation

oncogénique.

1.5.1. Rétrovirus et activation oncogénique.

Bien qu'un modele rétroviral d'activation oncogénique apparaisse trés séduisant, puisque
pouvant expliquer les deux processus dominants dans la PR, hyperplasie synoviale et réponse
immunitaire dépendante des lymphocytes, les preuves d'une réelle implication d'un virus dans la
pathogénie rhumatoide restent assez minces et marginales, et sont pour la plupart plutdt des
spéculations. Des études in vitro sur des cellules issues d'explants synoviaux d'articulations

rhumatoides ont indiqué que les fibroblastes synoviaux rhumatoides ont le potentiel de transcrire
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spontanément c-fos et egr-1, contrairement a ceux issus de tissus non inflammatoires (171). Egr-
1, comme c-fos, est associé a l'initiation du cycle cellulaire et peut agir dans la régulation de la
transcription comme en atteste la présence dans sa structure de trois doigts de zinc liant 1'ADN.
Certains faits suggerent que l'expression constitutive de erg-1 dans la PR est directement liée 2 la
présence d'un rétrovirus. En effet certains travaux récents ont décrit au niveau de certaines cultures
de cellules synoviales rhumatoides la présence de transcrits RNA codant un doigt de zinc appelé
"Z225" (172). Ce doigt de zinc Z225 avait auparavant été montré étre exprimé spontanément
dans des lignées cellulaires transformées par le virus HTLV I et II (173). L'analyse nucléotidique
de Z225 1'établit comme homologue de erg-1. D'autres données supportent également un modele
rétroviral d'activation oncogénique dans la PR: la dérégulation de l'expression de c-fos par la
protéine Tax-1 du HLTV-1 (174) et la présence possible de particules de type rétroviral dans le
liquide synovial (175, 176) de patients rhumatoides. Néanmoins, si infection virale il y a dans la
PR, elle apparait souvent plus une conséquence qu'une cause de la PR. Le cas du virus d'Epstein-
Barr (EBV) dans la PR est a ce titre trés significatif. En effet, alors que la fréquence de
lymphocytes B infectés par EBV apparait anormalement élevée dans le sang des malades atteints
de PR (7), chez les malades & PR précoce, le titre d'anticorps dirigés contre un antigéne nucléaire

associé A EBV ou un antigéne de la capside virale n'est pas élevé (8).

1.5.2. Cytokines et activation oncogénique.

Les cytokines, incluant facteurs de croissance et interleukines, sont probablement
I'élément cl€ de l'expression du phénotype transformé et destructeur des synoviocytes du pannus
puisqu'ils ont la capacité de moduler I'expression des oncogenes intéressant directement la PR.

Ainsi est-il intéressant de noter que la plupart des cytokines, si ce n'est toutes, sont
capables d'activer 1'oncoprotéine ras, protéine mitogénique par excellence (177). Ceci est & mettre
en relation avec les facultés du PDGF a induire la prolifération des synoviocytes in vitro sous des
conditions dépendantes (178) ou indépendantes d'ancrages (82) De méme, la protéine ras,
inducteur des cathepsines B et L, est un intermédiaire majeur dans la transduction du signal issu de

la stimulation par 1'TL-1 ou du TNFa vers le géne de la cathepsine B (78).



Chez les cellules synoviales rhumatoides, il a ét€ montré que 1'IL-1, comme le TPA,
stimule 1'expression du géne de la collagénase (179) et de la stromelysine (180), au travers de
l'activation de la protéine PKC, par stimulation de I'élément TRE (TPA Responsive Element) du
promoteur de la collagénase et de la stromelysine. Les mémes mécanismes sont a 1'origine de la
stimulation de la collagénase par le TNFa (181). L'inhibition de c-fos, une des protéines avec c-
jun du complexe protéique AP-1 activant le TRE, inhibe l'induction par I'lIL.-1 du promoteur de la
collagénase (179). Ceci dénote le role prépondérant de c-fos dans la transduction du message
intracellulaire depuis la stimulation de I'IL-1 juqu'au géne de la collagénase. Bien que l'expression
de c-fos soit un élément indispensable & I'expression de la collagénase, son expression est en
partie dissociée de celle de la collagénase. En effet, il a été montré que, 2 l'instar de 1'TL-1, le
PDGF, le FGF, le TGFP et ' AMPc stimulent l'expression de c-fos, mais au contraire de I'IL-1,
ne stimulent pas l'expression de la collagénase (données non publiées).

En revanche, cette augmentation de 1'expression de c-fos aprés stimulation par le PDGF
ou le FGF confirme chez les synoviocytes le role important joué généralement dans beaucoup de
types cellulaires par c-fos au niveau de la transduction des signaux mitogéniques.

Un autre facteur important de la régulation des oncoge¢nes dans la PR est l'acide
rétinoique. En effet, 1'acide rétinoique inhibe 1'expression de c-fos induite par 1'IL-1, le PDGF ou
le FGF (données non publiées). Ceci est & mettre en relation avec la capacité de 1'acide rétinoique a
inhiber l'expression de la collagénase et la croissance sans ancrage des synoviocytes (82 et
données non publiées). L'inhibition de c-fos par l'acide rétinoique est donc dans ce cas
directement corrélée a I'inhibition de deux caractéristiques du phénotype transformé exprimé par
les cellules synoviales du pannus rhumatoide.

L'expression ubiquitaire de 'oncogéne c-fos aprés stimulation par toute une série de
cytokines, chacune ayant un effet différent sur le phénotype cellulaire, laisse 2 penser que des
voies intracellulaires autres que celles passant par c-fos sont nécessaires 2 la spécificité du signal
donné par une cytokine (182). Ainsi dans les synoviocytes, comme nous venons de le voir, si
I'IL-1 et le PDGF stimulent l'expression de c-fos, seul 1'IL-1 induit l'expression de la
collagénase. Néanmoins, si 1'expression de la collagénase apparait en partie dissociée de celle de

c-fos, cette derni¢re n'en demeure pas moins indispensable. C'est A ce titre qu'il semble
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intéressant de synthétiser les connaissances actuelles sur la régulation intracellulaire de c-fos pour
étre 2 méme de schématiser les différentes voies de transduction du signal interagissant dans la
régulation de l'expression de cet élément clé de la pathogénie rhumatoide qu'est la collagénase.
Comme le décrit le modele de la figure 19, la sérine/thréonine kinase raf-1 (183, 184) est un
élément régulateur majeur puisque placée a la croisée de trois voies importantes de la signalisation

intracellulaire générale: les voies ras, PKC et PKA dépendantes.
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Le modele cytokine-dépendant d'activation des proto-oncogénes cellulaires au niveau des
cellules synoviales de type fibroblastique du pannus rhumatoide, présenté figure 20, décrit les
mécanismes extracellulaires et intracellulaires qui, dans I'état actuel de nos connaissances,

semblent les plus & mémes a réguler le phénotype transformé et destructeur de ces cellules dans la

PR.
CELLULE
SYNOVIALE DE TYPE
FIBROBLASTIQUE
IL-1 Sécrétion
TNF-o. L:l> de collagénase
et stromelysine
IL-1
TNF-o
IFN-y Sécrétion de
PDGF cathepsine B
bFGF
IFN-y l:> Sécrétion de
bFGF ~ cathepsine L
ll: ?(?If |:> |_:'> Croissance
cellulaire
Action des cytokines Expression de Expression d'un
inflammatoires proto-oncogenes phénotype transformé
présentes au niveau de cellulaires
la synoviale
rhumatoide

FIGURE 20. Modele d'activation des proto-oncogénes cellulaires au niveau
des cellules synoviales de type fibroblastique du pannus rhumatoide a partir de
1'action des cytokines inflammatoires présentes dans la synoviale.
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2. INTRODUCTION

Dans la polyarthrite rhumatoide (PR), l'inflammation du tissu synovial induit un
changement dans le phénotype des cellules synoviales de type fibroblastique qui de cellules
relativement statiques du tissu connectif deviennent des cellules largement impliquées dans
plusieurs aspects de la pathophysiologie rhumatoide (185). Ces changements phénotypiques
participent a la pathophysiologie synoviale a deux niveaux. D'une part, la cellule synoviale de type
fibroblastique est généralement considérée comme /e médiateur final d'aspects importants de la
destruction articulaire dans cette maladie. Elles sécrétent des enzymes protéolytiques jouant un rdle
important dans la dégradation du cartilage telles la collagénase, la stromelysine, ou les cathepsines
B et L (116-119). Elles interviennnent également dans la résorption de 1'os juxtaarticulaire de par
'expression d'un phénotype transformé et invasif. D'autre part, la cellules cellule synoviale de
type fibroblastique est probablement impliquée dans la constitution et l'entretien du milieu
favorable a la migration et la maturation des cellules immunitaires dans le tissu synovial par la
sécrétion de diverses cytokines tels que le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor), I'IL-1, I'lL-6, I'IL-8, et le TGF-béta (transforming growth factor) (45, 86, 186-191). La
sécrétion de ces cytokines, et probablement d'autres, est trés certainement un important facteur
d'infiltration et de régulation de ces cellules mononucléaires dans le tissu synovial rhumatoide.

Le phénotype transformé destructeur des cellules synoviales de type fibroblastique dans la
PR est probablement régulé par les cytokines inflammatoires présentes a l'interface pannus-
cartilage. Comme décrit largement précédemment dans ce mémoire, les cytokines, incluant
interleukines et facteurs de croissance, ont montré dans différentes études stimuler in vitro
plusieurs caractéristiques du phénotype pathologique de type transformé des cellules synoviales
exprimé dans le tissu synovial rhumatoide in vivo.

Pour essayer de mieux comprendre les signaux intracellulaires associés a l'expression du
phénotype transformé induit par les cytokines chez les cellules synoviales de type fibroblastique,
la méthode employée ici est de court-circuiter les voies intracellulaires normales aboutissant a la

stimulation des proto-oncogenes responsables de I'expression de ce phénotype. Pour ce faire, les
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cellules synoviales sont transfectées par des génes déja connus pour leurs qualités transformantes
chez d'autres cellules: les oncogeénes. Les changements phénotypiques associés a 1'expression de
ces oncogenes sont alors étudiés. La transformation compléte d'une cellule normale en une cellule
tumorale nécessitant dans un certain nombre de cas la présence d'au moins deux oncogenes, cette
étude est faite A partir de deux oncogeénes connus pour leur capacité a se complémenter
parfaitement dans la transformation cellulaire: I'antigéne grand T de SV40 et I'oncogéne T24 H-
ras, forme activée du proto-oncogene cellulaire H-ras par mutation (153, 192). L'antigéne viral
grand T est une phosphoprotéine multifonctionnelle localisée dans le noyau (193), alors que ras
est une protéine eucaryote associée a la membrane plasmique, et dont le rdle au niveau de la
transduction du signal a travers la membrane cellulaire apparait essentiel (167). L'effet de chacun
de ces oncogenes dépend du type cellulaire étudié, cependant, en général, I'antigéne grand T de
SV40 provoque l'immortalisation de cellules primaires de rongeurs et une espérance de vie accrue
chez des cellules humaines primaires (170, 194, 195), alors que l'oncogéne ras provoque la
formation de foyers cellulaires ou une croissance sous des conditions indépendantes d'ancrage
chez des lignées cellulaires bien établies ou des cellules immortalisées, mais ne rallonge pas
l'espérance de vie de cellules primaires (196-199). Ces deux effets sont probablement importants
dans la transformation stable d'une cellule normale en une cellule tumorale, et comme il est
suggéré ci-dessus, on peut penser que chez les patients atteints de PR, ces événements sont peut
étre reproduits ponctuellement chez les cellules synoviales sous 1'influence de cytokines comme le
PDGF et/ou I'IL-1. De plus, l'induction stable de ce phénotype transformé chez les cellules
synoviales pourrait permettre de corréler la croissance invasive de ces cellules avec leurs
caractéristiques destructrices chez les patients rhumatoides. Expressément, on peut faire croitre des
cellules transfectées de maniere stable dans des animaux immunodéficients pour tester l'effet
d'oncogenes spécifiques, non seulement sur le potentiel de croissance de ces cellules, mais aussi
sur leur capacité a reproduire in vivo les effets habituels des cellules synoviales chez les personnes
atteintes de PR, c'est & dire la destruction de l'os et du cartilage de l'articulation.

Cette étude montrait que la transfection de cellules synoviales de type fibroblastique par
I'antigéne grand T de SV40 conduisait & une transformation morphologique, une prolifération

cellulaire spontanée accrue, une croissance indépendante d'ancrage et de facteur de croissance, et a
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la formation de tumeur transitoire dans des souris immunodéficientes. En revanche, la transfection
de I'oncogene T24 H-ras ne menait pas a la transformation de ces cellules; de méme la transfection
de T24 H-ras dans des cellules déja transformées par l'antigéne grand T de SV40 n'avait aucun
effet apparent sur le phénotype initial de ces cellules. La régulation de 1'expression du gene de la
collagénase et des cathepsines B et L n'était pas modifiée par I'antigéne grand T de SV40, seul ou
associé a I'oncogeéne T24 H-ras. En revanche, la transfection de cellules synoviales par l'antigéne
grand T de SV40, seul ou associé a 1'oncogene T24 H-ras,.induisait une sécrétion des cathepsines

B et L, notamment de leurs formes matures, largement accrue et indépendante des cytokines.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1, Obtention et culture des cellules synoviales humaines. Le tissu synovial était

obtenu lors d'une intervention chirurgicale pour arthroplastie totale chez des sujets atteints de PR
ou d'arthrose. Les cellules synoviales de type fibroblastique €étaient ensuite isolées comme décrit
précédemment (82). Brievement, le tissu synovial était haché trés finement, puis dissocié
enzymatiquement pendant 4 heures a 37°C dans du Milieu de Dulbecco Modifié par Iscove
(IMDM) (GIBCO/BRL, Cergy Pontoise, FRANCE) sous l'action de la collagénase (type III,
Worthington, freehold, NJ) & raison de 4 mg/ml. Apres digestion, les cellules libérées et les
fragments de tissu digérés étaient reccueillis par une centrifugation & 500 g pendant 10 minutes,
puis resuspendus dans du milieu complet IMDM + 10% de sérum de veau foetal (FBS), 50 U/ml
de pénicilline, et 50 pg/ml de streptomycine. Les cellules étaient cultivées dans un incubateur
saturé en humidité & 37°C dans 5% de COay, et passées & une dilution de 1 pour 3 jusqu'a la

premiére utilisation, en général au passage numéro 3 ou 4.

3.2. Plasmides. Trois plasmides étaient utilisés dans le cadre des essais de transfection
(Figure 21): le plasmide pHO6T1 (200) (aimablement fourni par D.A. Spandidos) qui contient,
d'une part la forme génomique de l'oncogene 724 H-ras (forme activée par mutation du proto-
oncogene cellulaire humain H-ras) dont la transcription est contrdlée en partie par certaines
séquences activatrices de MoMSV LTR (Moloney Murine Sarcoma Virus Long Terminal Repeat)
et de SV40 (Simian Virus 40), et d'autre part le géne bactérien néo” codant l'enzyme APH
(aminoglycoside phosphotransférase) qui confere la résistance aux antibiotiques telles que la
néomycine ou la généticine, sous le contrdle transcriptionnel des régions promotrices et
activatrices de MoMSYV LTR et du signal de polyadénylation dérivé du gene HSV-1 tk (herpes
simplex virus thymidine kinase) ; le plasmide pRSV-TAg (aimablement fourni par J. Brady), qui
contient le géne codant 'antigéne grand T de SV40 sous le contrdle transcriptionnel des régions

promotrices et activatrices de RSV-LTR (Rous Sarcoma Virus); le plasmide pSV2-néo, qui
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contient le géne néo” sous le contrdle transcriptionnel du promoteur tardif de SV40 (région se

situant au niveau de I'origine de réplication du génome de SV40) et du signal de polyadénylation

dérivé de la région précoce de SV40.

Lage SV40

c-Ha-ras | Early SV40

Figure 21

3.3, Transfection. Environ 3 semaines aprés leur mise en culture, les cellules synoviales de
type fibroblastique étaient passées dans des flacons de culture de 25 cm? 2 une densité de 2.103
cellules par flacon, et transfectées 48 heures plus tard en utilisant une technique de lipofection.
Pour la lipofection, 30 pul du liquide de transfection (DOTAP/Boehringer-Mannheim, Indianapolis,
IN) étaient dilués a 100 ! avec de 'HBS (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.4), puis mélangés
avec la solution d'ADN A transfecter diluée, elle aussi, 2 100 ul avec de I'HBS. La solution
d'ADN consistait soit en 5 pug du plasmide pRSV-TAg cotransfecté avec 1 pg du plasmide pSV2-
néo, soit en 5 pug du seul plasmide pHO6T]1, soit encore en 5 pg du plasmide pRSV-TAg
cotransfecté avec 1 ug du plasmide pHO6T1. Aprés mélange des solutions de DOTAP et d'ADN,
la mixture était laissée 10 minutes & température ambiante, puis transférée au milieu de culture
cellulaire, lequel avait ét¢ changé préalablement pour du milieu OPTIMEM (GIBCO/BRL, Cergy
Pontoise, FRANCE) non additionné de sérum. Les cellules étaient laissées dans ce milieu de
transfection de 4 a 6 heures, puis remises en présence du milieu de culture initial IMDM + 20%
de FBS) pour 72 heures supplémentaires. Les cellules transfectées de maniére stable étaient alors
sélectionnées sur la base de la présence du marqueur dominant néof par l'utilisation de
l'antibiotique G418 (Généticine). La concentration de G418 nécessaire pour tuer les cellules non

transfectées était déterminée pour chaque culture primaire, mais se situe en général entre 200 et
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400 pg/ml. La sélection se faisait en général sur 7 a 10 jours, suivie d'une expansion des cellules

survivantes.

3.4. Test de prolifération cellulaire. Les cellules synoviales étaient distribuées dans des
plaques de culture 96 puits 2 raison de 104 cellules/puit dans 200 pl de milieu complet/puit. Le

jour suivant, les cellules étaient lavées deux fois avec du PBS (phosphate buffer saline), puis
mises en culture dans de 1'TMDM non additionné de sérum. Aprés 48 heures, 1 uCi de 3H
thymidine était ajouté & chaque puit, avec ou sans addition d'une cytokine. Apreés 48 heures
supplémentaires, les cellules étaient lavées avec du PBS, et 50 pl de trypsine-EDTA
(GIBCO/BRL, Cergy Pontoise, France) étaient ajoutés dans chaque puit. Suite a la vérification du
bon décollement des cellules au microscope, celles-ci étaient recueillies sur un filtre & I'aide d'un
"cell harvester". L'incorporation de 3H thymidine était ensuite mesurée au compteur 2 scintillation

liquide.

3.5. Cytokines. L'IL-1-alpha recombinante était fournie par Hoffman-La-Roche (Nutley NJ),
le PDGF-BB homodimére humain recombinant par Genzyme (Cambridge, MA), le TGF-béta était
aimablement fourni par le Dr. M. Sporn, et le bFGF (basic fibroblast growth factor) aimablement

fourni par le Dr. Boilly.

3.6. Test de croissance cellulaire sans ancrage. Une solution & 2% d'agarose (point de
fusion bas/SERVA) était préparée dans de l'eau distillée, et autoclavée. Du milieu de culture

IMDM 2X/20% FBS était également préparé. Apres un préchauffage 2 40°C, ces deux solutions
étaient mélangées a volume égal, et 1 ml utilisé pour couvrir le fond de chaque puit d'une plaque
de culture 6 puits. Ce méme mélange agarose-milieu de culture était utilisé pour cultiver les
cellules. La solution cellulaire était préparée aprés trypsination a une concentration approximative
de 100 cellules/ml. Le passage de cette suspension cellulaire A travers une aiguille de jauge 25
dissociait les éventuels agrégats de cellules. 15 pl de cette suspension cellulaire étaient alors

ajoutés 2 3 ml du mélange agarose-milieu de culture pour étre ensuite coulés dans un des puits
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précouverts. Aprés une incubation de 30 minutes & 4°C pour permettre a 1'agarose de polymériser

rapidement, les cellules étaient cultivées dans un incubateur 3 5% de COzet 37°C.

3.7. Test de tumorigénicité.Le test était effectué sur des souris SCID/Nu dont la grande
qualité est une tolérance aux greffes tumorales du fait d'une déficience au niveau lymphocytaire.
Les souris SCID/Nu descendaient directement de souris C.B-17-SCID (Severe Combined
Immuno Deficiency) élevées a l'Institut Pasteur de Lille en conditions stériles. Ces souris étaient
croisées avec des souris Nu/Nu pour établir des souris homozygotes pour les deux phénotypes
SCID et Nude (SCID/Nu). Environ 4 semaines apres la transfection, les lignées cellulaires 2 tester
étaient trypsinées et lavées 2 fois avec du milieu IMDM sans sérum. Les souris SCID/Nu, dgées
de 6 a 8 semaines, étaient alors chacune injectées en sous cutané avec 5.106 cellules dans 0.2 ml

de milieu sans sérum (IMDM), et examinées 2 fois par semaine quant a la formation d'une tumeur.

3.8. Analyse immunohistochimique. Le tissu 2 analyser était immédiatement fixé dans du

paraformaldéhyde 4% en tampon cacodylate, pour étre par la suite enrobé dans de la paraffine.
Des sections du tissu de 4 um d'épaisseur étaient alors incubées avec un anticorps non dilué de
souris dirigé contre la partie C-terminale de I'antigéne grand T de SV40 (surnageant issu de la
culture du clone hybridome # 412 (201) obtenu dans ' ATCC (American Tissu Culture Collection)
#TIB117, Pab 101) pendant 18 heures a 4°C. Ceci était suivi d'une incubation avec un anticorps
de lapin anti-souris biotinylé (Dako laboratory) dilué au 1/200e pendant 30 minutes a température
ambiante, puis d'une incubation avec le complexe streptavidine-biotine couplé a la peroxydase
pendant 30 minutes a température ambiante. La révélation s'effectuait en présence de

diaminobenzidine. Une contre-coloration a 'hématoxyline était pratiquée dans le méme temps.

101



4. RESULTATS

4.1. Transfection des cellules synoviales de type fibroblastique.

Les cellules synoviales de type fibroblastique de malades atteints de PR ou d'arthrose
étaient transfectées soit avec le plasmide pRSV-TAg codant I'antigéne grand T de SV40, soit avec
le plasmide pHO6T! codant la protéine oncogénique T24 H-ras, ou encore avec les deux. Apres la
transfection, les cellules synoviales étaient sélectionnées avec la G418, un antibiotique qui tue les
cellules ne contenant pas une copie du geéne néo”. Ce gene était présent sur le plasmide pHO6T], et
se trouvait co-transfecté dans les cellules transfectées avec le seul antigéne grand T par
l'intermédiaire du plasmide pSV2-néo. Généralement, chaque culture de cellules synoviales
transfectées (que 1'on désignera par la <uite pour des raisons pratiques sous le terme de lignée
cellulaire, méme si l'expression peut paraitre un peu abusive dans le cas présent) croissait & partir
d'une ou deux cellules résistantes, rarement plus. Apres sélection par la G418, la transfection
effective des cellules synoviales avec 1'antigéne grand T, seul ou combiné a 'oncogeéne T24 H-
ras, était testée par Northern Blot suivi d'une hybridation. La présence de 'antigéne grand T était
vérifiée en utilisant comme sonde l'insert plasmidique radiomarqué, et dans tous les cas de cellules
résistantes transfectées avec grand T, seul ou en association avec T-24 H-ras, la transfection stable
de I'ADN codant l'antigéne grand T de SV40 s'était révélée effective (figure 22). Généralement,
I'hybridation de la sonde antigéne grand T était constatée au niveau d'une bande d'intensité
variable correspondant 3 un ARNm d'environ 2.7 Kb (la lignée cellulaire R4 T ne révélait
clairement une bande qu'aprés une exposition plus longue). Exceptionnellement, un transcrit
supplémentaire de poids moléculaire plus €élevé pouvait €tre distingué chez certaines lignées (par
exemple R2 T). La présence de la protéine grand T dans toutes ces lignées transfectées était aussi

confirmée par immunocytochimie (données non présentées).
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La transfection effective de 'oncogéne T24 H-ras dans les cellules ol celui-ci a été
cotransfecté avec l'antigéne grand T s'avérait plus difficile & vérifier du fait, d'une part de la
présence naturelle dans le génome d'une copie non mutée de ce gene (le proto-oncogene cellulaire
H-ras), et d'autre part du caractére génomique de I'insert T24-H-ras du plasmide pHO6T1, ceci
occasionnant une trainée (smear) plutdt qu'une bande discréte quand cet insert était hybridé au blot
d'ARN. Cependant, la présence du plasmide pHO6T1 codant la protéine T24 H-ras était
démontrée par la résistance 4 la G418 des cellules transfectées avec cette combinaison de
plasmides (le plasmide pRSV-TAg ne posséde pas le géne néof qui confére cette résistance,
contrairement au plasmide pHOG6T1). De plus, la transfection effective des génes transfectés néof
était confirmée par Northern Blot (figure 22). Dans un cas, une lignée cellulaire transfectée avec
grand T s'était trouvée spontanément partiellement résistante a la G418, en dépit de 1'absence du
plasmide pSV2-néo cotransfecté (figure 22, lignée cellulaire R4T). Aprés retransfection
avec le plasmide pHOGT1, puis resélection & une concentration de G418 beaucoup plus élevée,
cette lignée montrait un trés haut niveau de transcrit du géne néof (figure 22, lignée cellulaire
R4 T+R), montrant qu'elle était effectivement transfectée avec le plasmide pHO6T1.

Les cellules transfectées avec le seul oncogéne T24 H-ras ne croissaient pas a une densité
suffisante pour permettre de vérifier par Northern Blot la bonne réalisation de la transfection de
T24 H-ras dans ces cellules, mais une analyse par PCR pouvait en attester (données présentées

dans la publication faite & partir de ce travail).

4.2. Caractérisation des cellules synoviales transfectées.

Plusieurs types de cellules synoviales, adhérentes et non lymphoides, ont été caractérisés
in vivo et in vitro : au moment de la dissociation du tissu et de la culture cellulaire primaire, ces
cellules synoviales sont soit de type macrophagique soit de type dentritique, les deux exprimant
des molécules du CMH II, soit encore de type fibroblastique avec expression de hauts niveaux de
vimentine (202, 203). Les cellules synoviales transfectées étaient donc caractérisées par
immunocytochimie au niveau de ces deux marqueurs phénotypiques, révélant chez ces cellules une

expression nulle de molécules du CMH 1I, contrairement & 1'expression de vimentine qui
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apparaissait trés intense, indiquant que les cellules synoviales transfectées sont dans tous les cas
de type fibroblastique. Le caractere fibroblastique des cellules synoviales était également démontré
par un immunomarquage positif par I'anticorps 5B5 anti-fibroblaste sur les cellules synoviales
avant comme apres transfection (planche 4) Ces résultats étaient en accord avec certaines études
précédentes montrant qu'au moment ol ces cellules étaient transfectées (généralement deux a
quatre semaines apres la mise en culture) plus de 99% des cellules synoviales en culture étaient de
type fibroblastique. Dans plusieurs cas, des cultures clonales transfectées étaient obtenues par le
procédé de dilution limite & partir d'une culture initiale non clonale de cellules synoviales
transfectées, avec des résultats similaires & ceux obtenus pour la culture non clonale (données non
présentées).

Les cellules synoviales transfectées avec l'antigéne grand T de SV40, seul ou en
association avec l'oncogéne T24 H-ras, acquérissaient des caracteéres typiques de cellules
transformées puisque, initialement de forme allongée, avec un rapport nucléocytoplasmique faible,
et se disposant en culture en un réseau monocouche plutdt lache, ces cellules apres transfection
montraient, en association avec un potentiel de division accru, une forme arrondie ou ovoide,
voyaient leur taille se réduire et leur rapport nucléocytoplasmique s'accroitre, et en culture se
disposaient en amas denses avec zones de recouvrement . Les cellules transfectées avec le seul
oncogene T24 H-ras ressemblaient & des cellules SF ayant subi de nombreux passages, voire
sénéscentes, de par un potentiel de croissance excessivement réduit, mais aussi un aspect plat et
d'imposantes dimensions (planche 5).

Ce mode de réponse a I'antigeéne grand T de SV40 ou a I'oncogéne T24 H-ras de la part de

cellules synoviales était valable aussi bien au niveau de l1a PR que de l'arthrose.

4.3. Réponse des cellules synoviales transfectées aux facteurs de

croissance.

De nombreux facteurs de croissance apparaissaient €tre importants dans la régulation de la
croissance des cellules synoviale de type fibroblastique. Des études précédentes avaient montré

que le PDGF et le FGF stimulaient fortement la prolifération des cellules synoviales, de maniére
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identique au sérum (150). Dans le but d'étudier les effets de l'antigéne grand T de SV40 sur la
prolifération des cellules synoviales de type fibroblastique, les cellules transfectées avec grand T et
non transfectées, étaient traitées par différents facteurs de croissance connus pour réguler le
phénotype des cellules synoviales. Les cellules synoviales transfectées avec l'antigéne grand T
avaient un niveau basal de prolifération trés élevé, méme aprés deux jours sans sérum ; dans
l'exemple montré, la prolifération spontanée, mesurée par incorporation de 3H thymidine, était 50
fois plus forte que chez une cellule synoviale non transfectée (figure 23 A et 23 B,
controle). Ces résultats pouvaient varier d'une lignée a l'autre, cependant la prolifération
spontanée restait toujours au moins 20 fois plus élevée chez une cellule synoviale transfectée avec
l'antigéne grand T que chez cette méme cellule non transfectée.

Le traitement de cellules synoviales non transfectées avec le sérum ou différents facteurs de
croissance confirmait parfaitement le mode de régulation de la prolifération précédemment reporté
chez ces cellules (150) (figure 23 A). En revanche, ce méme traitement pratiqué sur les cellules
transfectées avec l'antigéne grand T de SV40 faisait apparaitre que la présence de 1'antigéne grand
T réduisait considérablement l'impact des cytokines sur la prolifération (figure 23 B). En
particulier, bien que I'action du PDGF sur des cellules synoviales non transfectées multipliait par
11.1 leur niveau initial de prolifération, apres la transfection, ces cellules ne voyaient plus leur
niveau initial de prolifération que multipli€ par 1.3. Des effets similaires étaientconstatés avec le
FGF, et a un degré moindre avec le TGF-béta. En revanche, la réponse au sérum était
généralement similaire chez les cellules transfectées et non transfectées. Des résultats similaires
étaient constatés chez deux autres lignées cellulaires transfectées avec 'antigéne grand T de SV40
et trois autres non transfectées, toutes d'origine rhumatoide. Un mode similaire de réponse était
aussi vu chez des cellules synoviales de type fibroblastique obtenues chez des patients atteints
d'arthrose, transfectées ou non avec l'antigéne grand T.

Les cellules cotransfectées avec 'antigéne grand T de SV40 et 1'oncogeéne T24 H-ras
étaient identiques quant a leur mode de régﬁlation de la prolifération aux cellules synoviales

transfectées avec le seul antigéne grand T (trois lignées rhumatoides)
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FIGURE 23. REGULATION DE LA PROLIFERATION CHEZ LES CELLULES SYNOVIALES AVANT ET
APRES TRANSFECTION AVEC L'ANTIGENE GRAND T DE SV40. Les cellules synoviales non transfectées
(A) et transfectées (B) avec l'antigéne grand T de SV40 étaient culitvées sans sérum pendant 48 heures, puis
traitées avec du sérum de veau foetal (10%), PDGF (20 ng/ml), bFGF (2ng/ml), TGF-betal (2 ng/ml), IL-1 (100
U/ml), ou laissées sans traitement (CONTROLE). La thymidine tritiée était ajoutée dans le méme temps. Apres
48 heures, les cellules étaient recueillies sur un filtre et la quantité de thymidine tritiée incorporée était mesurée
(CPM). Les valeurs et les barres montrées représentaient respectivement les moyennes effectuées sur 3 puits et les
écart-types.

106



4.4, analyse des capacités de croissance sans ancrage des cellules

synoviales transfectées.

Dans l'optique de déterminer si les cellules synoviales transfectées avaient des
caractéristiques de transformation in vitro, ces cellules étaient cultivées dans de I'TMDM 2 1%
d'agarose. Les cellules synoviales transfectées avec l'antigéne grand T de SV40, seul ou en
combinaison avec I'oncogeéne T24 H-ras, formaient dans tous les cas de larges colonies dans
l'agarose, conditions dans lesquelles les cellules non transfectées ne poussaient que trés peu (10%
FBS, figure 24, tableau 8). Les colonies formées étaient beaucoup plus larges (jusqu'a 1 mm
de diametre) que celles décrites précédemment chez des cellules synoviale non transfectées en
présence de sérum humain et de PDGF exogene (82).

La plupart des cellules transfectées avec grand T formaient des colonies, au contraire des
cellules non transfectées chez lesquelles généralement seules 5 & 10% d'entre elles formaient des
colonies (82). Il n'existait pas de différence notable au niveau des capacités de croissance sans
ancrage entre les cellules synoviales transfectées avec le seul antigéne grand T et celles transfectées

avec l'antigéne grand T associé€ a l'oncogeéne T24 H-ras.

TABLEAU 8. Croissance de type transformé chez des lignées de cellules synoviales transfectées avec
I'antigéne grand T de SV40, seul ou accompagné de 1'oncogéne T24 H-ras, de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide ou d'arthrose.

Croissance cellulaire sans ancrage* Formation de tumeur transitoire**

ADN transfecté Polyarthrite thumatoide Arthrose Polyarthrite rhumatoide
Antigene grand T de SV40 3/3(3/3) - 4/5 (2/3)
Antigene grand T de SV40 + T24 H-ras 6/6 (4/4) 33 (/1 6/8 (2/3)

* seules les lignées dont les cellules forment dans I'agarose des colonies de plus de 60 micrometres de
diametre sont considérées positives - nombre d'essais positifs/nombre total d'essais (nombre de lignées
cellulaires positives/nombre de lignées testées)

** seules les tumeurs de plus de 3 millim¢tres de diametre étaient considérées positives - nombre de tumeurs
positives/nombre total d'injections (nombre de lignées cellulaires positives/nombre de lignées testées)
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4.5. Expression des ARNm de la collagénase et des cathepsines B et

L chez les cellules synoviales transfectées.

Pour définir de maniere plus compléte l'effet de l'antigéne grand T de SV40 sur le
phénotype des cellules synoviales, I'expression de la métalloprotéases collagénase et des cystéine
protéases cathepsines B et L, était étudiée chez les cellules synoviales de type fibroblastique aprés
transfection. La transformation des cellules synoviales par l'antigéne grand T de SV40 ne
modifiait pas le mode de régulation de 'expression du transcrit de la collagénase précédemment
reportée chez ces cellules (76, 80): 1'TL-1 et le TNF-a stimulait fortement 1'expression de 'ARNm
de 2.0 kb de la collagénase chez les cellules synoviales transfectés avec 'antigeéne T (figure 25 A).
L'apport de ras chez les cellules synoviales transfectées par 1'antigéne grand T ne modifiait en rien
l'effet stimulant de 1'TL-1 et du TNF-a sur la collagénase (figure 26 A).

Bien que le niveau d'expression constitutionnelle des cathepsines B et L chez les cellules
synoviales soit variable d'un patient a l'autre, ce niveau apparaissait assez élevé et aucun
changement associ€ a la présence de l'antigéne grand T de SV40 ou de l'oncogeéne T24 H-ras
n'était détecté (figure 12, 25, 26, et données non présentées).

L'effet stimulant du bFGF sur l'expression de la collagénase chez la cellule synoviale de
type fibroblastique, démontré précédémment dans cette étude (figure 12 A), se retrouvait
également chez les cellules synoviales transfectées avec l'antigéne grand T, seul ou associ€ a
I'oncogene ras (figure 25 et 26 A).

L'effet stimulant du bFGF sur l'expression des transcrits de 2,3 et 4,0 kb de 1a cathepsine
B et celui de 1,2 kb de la cathepsine L chez la cellule synoviale de type fibroblastique avait été
décrit précédemment dans cette étude (figure 12). Apres transfection avec 'antigéne grand T, seul
ou associé & l'oncogene ras, le bFGF stimulait toujours l'expression transcriptionnelle de la
cathepsine B (figure 25 et 26, A et B) et de la cathepsine L (figure 25 et 26, A et C).

Le TNF-q, I'IL-1, e PDGF et I'TFN-v restait sans effet sur 'expression des transcrits des
cathepsines B et L (figure 12 et 13). Chez la cellule synoviale transfectée avec l'antigéne grand T,
seul ou associée a ras, cet absence d'effet sur I'expression de la cathepsine B (figure 25 et 26, A et

B) et de la cathepsine L (figure 25 et 26, A et C) était conservée.
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Des résultats similaires €taient obtenus sur quatre autres lignées cellulaires (2 lignées

transfectées avec le seul antigéne grand T, et 2 avec 'association antigéne grand T-oncogéne ras).

4.6. Régulation par les cytokines de la sécrétion des cathepsines B et

L chez les cellules synoviales transfectées.

La régulation par les cytokines de la sécrétion des cathepsines B et L était également testée
sur les cellules synoviales apres transfection. La transfection de l'antigéne grand T dans les
cellules synoviales induisait une sécrétion constitutive considérablement accrue pour les
cathepsines B et L, et non régulée par les cytokines définies auparavant comme étant des agents
inducteurs des cathepsines chez les cellules synoviales avant transfection. Dans 1'exemple montré
figure 26 bis, l'apport de grand T dans les cellules synoviales modifiait considérablement le mode
de régulation par les cytokines de la sécrétion des cathepsines B et.L. En effet, alors qu'avant
transfection la sécrétion de cathepsine B était stimulée par le TNF-a, PDGF, bFGF et IFN-y, et
celle de cathepsine L par I'IFN-y et le bFGF, ce type de régulation ne se retrouvait plus apres
transfection puisque le niveau de sécrétion aprés traitement des cellules synoviales par les
différentes cytokines était similaire au niveau contrdle. Ce phénoméne devait probablement étre
mis en relation avec le niveau de sécrétion constitutive extrémement élevé apres transfection. En
effet, si I'on se référait au contrdle avant et apres transfection, 1'on constatait & 24 heures une
élévation de la sécrétion spontanée des cathepsines B et L d'environ un facteur 20 apres
transfection par grand T. On ne constatait pas de différences notables entre les cellules synoviales

transfectées par l'antigéne grand T seul ou associé a I'oncogéne ras.
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FIGURE 26 BIS. Induction de la sécrétion des cathepsines B et
L chez les cellules synoviales de type fibroblastique par
transfection de 1'antigéne grand T de SV40. Aprés avoir été
privées de sérum pendant 24 heures, les cellules synoviales, avant
et apreés transfection, étaient traitées par le TNF-a, le PDGF, le
bFGF ou I'IFN-y. Le niveau de la cathepsine B (A) et de la
cathepsine L (B) sécrétées dans le milieu 2 8 ou 24 heures de
traitement était analysé par ELISA.
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4.7. Analyse par Western blot des cathepsines B et L synthétisées et

sécrétées par les cellules synoviales de type fibroblastique.

Pour mieux caractériser le phénotype des cellules synoviales transfectées, les formes
sécrétées et intracellulaires des cathepsines B et L étaient caractérisées par Western blot, avant et
apres traitement par le TNF-a, PDGF, bFGF ou IFN-y. Comme le montre la figure 27 B, et
contrairement aux cellules synoviales avant transfection (figure 14 B), plusieurs formes sont
sécrétées chez les cellules transfectées: on retrouve dans le milieu des formes de la cathepsine B de
43 kDa (forme la plus représentée), 31 kDa et 27 kDa, qui correspondent probablement
respectivement a la procathepsine B, la forme mature simple chaine et mature double chaine de la
cathepsine B. Ces trois formes n'étaient pas sécrétées sous l'action des cytokines puisque qu'elles
étaient retrouvées de la mé€me fagon dans les sécrétions constitutives (contrdle). Le traitement des
cellules transfectées par les cytokines ne paraissait pas non plus pouvoir stimuler la synthése d'une
forme particuliére de la cathepsine B (figure 27 A): on retrouvait invariablement dans les lysats
cellulaires les 3 formes de 27 kDa (forme la plus nombreuse), 31 kDa et 43 kDa. Ces trois formes
de cathepsine B étaient déja retrouvées dans les cellules synoviales avant la transfection (figure 14
A). Comme pour la cathepsine B, la cathepsine L étaient constitutivement sécrétées par les cellules
transfectées sous trois formes de 40 kDa (la plus représentée), 30 kDa et 22 kDa, correspondant
sans doute aux formes respectivement immatures, maturs simples chaines et matures doubles
chaines (figure 28 B). Ceci contraste avec l'unique forme de 40 kDa sécrétée par les cellules
synoviales avant transfection (figure 15 B). Ces trois formes de la cathepsine L sont aussi celles
majoritairement détectées dans les cellules avant et apres transfection (figure 15 A et figure 28 A).
Cependant, la proportion des formes les moins matures (40 kDa et 20 kDa) apparaissaient accrue
apres transfection. Les cytokines n'avaient aucune influence sur la synthése de ces formes
intracellulaires.

Aucune modification n'était notée aprés apport de I'oncogene ras dans les cellules

synoviales transfectées avec 1'antigéne grand T.
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4.8. Distribution intracellulaire et localisation ultrastructurale des

cathepsines B et L chez les cellules synoviales transfectées.

La plupart des cellules synoviales transfectées avec l'antigéne grand T avaient
constitutivement une distribution intracellulaire trés périphérique de la cathepsine B et de la
cathepsine L. La photographie A de la planche 6 présente un exemple typique de cellules
trransfectées ol les cathepsines, en l'occurence ici la cathepsine B, ont une distribution
ubiquitaire. Ces cathepsines B et L étaient constitutivement localisées dans des vésicules claires
réparties depuis le noyau jusqu'a la membrane, en association généralement avec des pseudopodes
cytoplasmiques témoignant de 1'état d'activation des cellules synoviales transfectées. La
photographie B de la planche 6 décrit ce phénomene pour le cas de la cathepsine B. Les mémes
caractéristiques étaient également vues pour la cathepsine L.

L'apport de l'oncogéne ras dans les cellules synoviales déja transfectées avec 'antigéne

grand T ne changait pas cette localisation constitutivement périphérique des cathepsines B et L.

4.9. Capacité des cellules synoviales transfectées a former des

tumeurs chez des souris immunodéficientes.

Puisque les cellules synoviales transfectées croissaient indépendamment d'ancrage, il était
intéressant de tester la croissance de ces cellules dans des animaux immunodéficients. Différentes
lignées cellulaires transfectées étaient donc injectées en sous cutanée a des souris SCID/Nu, et la
formation d'une éventuelle tumeur était contrdlée régulierement. L'injection des cellules
transfectées avec 1'antigéne grand T associé a 1'oncogéne T24 H-ras ou avec l'antigéne grand T
seul donnait lieu généralement au développement rapide, mais transitoire d'une tumeur (tableau 8).
Pour mieux comprendre la nature transitoire de ces tumeurs, 1'une d'entre elles était étudiée par
immunohistochimie cinq jours apres l'injection (approximativement le temps mis par la tumeur

pour atteindre sa taille maximum) en utilisant un anticorps dirigé contre l'antigéne grand T de
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SV40 pour identifier les cellules synoviales injectées. Grand T ayant une localisation nucléaire, la
coloration spécifique se situait essentiellement au niveau du noyau (planche 7)

L'histologie de cette tumeur transitoire montrait une lésion caractérisée par une nécrose
centrale, une infiltration au niveau de cette région centrale nécrosée de polynucléaires identifiés
comme étant des neutrophiles (une contre coloration au May-Griindwald-Giemsa confirmait que
ces polynucléaires n'étaient pas des €osinophiles), et un manque général de vascularisation de la
tumeur. Ces résultats amenaient les remarques suivantes: (1) les cellules synoviales transfectées
avec l'antigéne grand T de SV40 étaient capables de croitre au moins transitoirement dans une
souris immunodéficiente; (2) la mort des cellules était peut €tre diie & une vascularisation
insuffisante; (3) la migration des neutrophiles était stimulée, soit par la présence de médiateurs
sécrétés par les cellules synoviales, soit par la mort de ces méme cellules; (4) comme 1'on pouvait
s'y attendre chez la souris SCID/Nu, il n'y avait pas de réponse lymphocytaire significative contre

la tumeur.
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LEGENDE PLANCHE 4

Marquage anti-fibroblastique chez les cellules synoviales en culture
avant et apreés transfection. Aprés fixation des cellules synoviales 2 1'éthanol
80 %,.un immunomarquage a la fluorescéine (FITC) était entrepris avec
I'anticorps anti fibroblaste humain 5B5 (anti prolyl 4-hydroxylase, enzyme
catalysant la formation du collagéne). Les cellules étaient ensuite observées au
microscope en fluorescence a2 260 nm.

PHOTOGRAPHIE A. Les cellules synoviales avant transfection étaient toutes
positives pour le marquage anti-fibroblaste humain. Barre=20 pum.

PHOTOGRAPHIE B. Les cellules synoviales aprés transfection étaient toutes
positives pour le marquage anti-fibroblaste humain. Barre=20 um.
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LEGENDE PLANCHE 5§

Morphologie des cellules synoviales avant et aprés transfection avec
I'antigéne grand T de SV40. Aprés fixation 5 minutes dans 1'acétone, les
cellules synoviales étaient colorées a 1' hématéine-éosine-safran.

PHOTOGRAPHIE A. Les cellules synoviales avant transfection sont disposées
en un réseau liche, sans zone de superposition. Elles ont une forme allongée et
un rapport nucléocytoplasmique faible. Il n'existe pas de noyaux monstrueux, ni
de mitose apparente. Barre=20 um.

PHOTOGRAPHIE B. Les cellules synoviales aprés transfection avec 1'antigéne
grand T de SV40 montrent des caractéres typiques de cellules transformées. Ces
cellules sont disposées en amas denses avec des plages de superposition (double
fleche). Elles sont arrondies ou ovoides, ont un rapport nucléocytoplasmique
élevé et des noyaux comportant plusieurs nucléoles. L'index mitotique est élevé
(pointe de fléche), mais il n'existe pas de mitoses anormales. Barre=20 pum.
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LEGENDE PLANCHE 6

PHOTOGRAPHIE A. Distribution intracellulaire des cathepsines B
chez la cellule synoviale de type fibroblastique aprés transfection par
I'antigéne grand T. Aprés 24 heures de culture sans sérum, les cellules
synoviales transfectées par Ag T étaient fixées a 1'éthanol 80 %. Un
immunomarquage a la fluorescéine était alors entrepris contre les cathepsines B et
L. Les cellules étaient ensuite observées au microscope en fluorescence a 260 nm.
La cellule de la photographie A présente un marquage pour la cathepsine B
localisée dans la totalité de la cellule, et notamment au niveau de la membrane
(fleche). C'était le cas pour la plus grande partie des cellules transfectées. Cette
délocalisation de la cathepsine B vers la membrane se faisait constitutivement chez
les cellules synoviales aprés transfection, contrairement & ces mémes cellules
avant transfection qui ne voyaient dans la majorité des cas une délocalisation de la
cathepsine B que sous 1'effet du TNF-a, du PDGF, du bFGF ou de I'IFN-y.
N=noyau. Barre=10 pm.

PHOTOGRAPHIE B. Localisation ultrastructurale des cathepsines B
chez les cellules synoviales de type fibroblastique aprés transfection
par 1'antigéne grand T. Les cellules synoviales transfectées étaient cultivées
sans sérum pendant 24 heures. Le culot cellulaire était fix€é dans le glutaraldéhyde
1%. A partir de coupes de 70 nm d'épaisseur, un immunomarquage a 1'or
colloidal anti-cathepsine B ou L était effectué. L'analyse se faisait ensuite au
microscope. Les grains d'argent (points noirs) représentant la cathepsine B se
localisaient dans des vésicules claires (V) allant du noyau (N) jusqu'aux
pseudopodes cytoplasmiques périphériques (P). La présence de mitochondries
(M) dans le cytosol témoignait de la bonne santé de cette cellule. Barre=5 um.
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LEGENDE PLANCHE 7.

Formation d'une tumeur transitoire chez une souris immunodéficiente
par des cellules synoviales transfectées avec 1'antigéne grand T de
SV40. Une souris SCID/Nu est injectée en sous cutanée avec 5 millions de
cellules stablement transfectées avec grand T. Aprés 5 jours 1'animal est sacrifié.
La tumeur et le tissu connectif avoisinant sont analysés par immunohistochimie
en utilisant un anticorps dirigé contre grand T. La coloration spécifique apparait
en marron, la contre-coloration en bleu.

PHOTOGRAPHIE A. Région a la limite de la tumeur (T = tumeur, pointe de
fleche = limite de la tumeur ). Les cellules synoviales transfectées ont un noyau
large, dense et irrégulier. Une l€égére vascularisation peut étre distinguée.
barre=40 um

PHOTOGRAPHIE B. Région de nécrose dans le centre de la tumeur, avec mort
apparente des cellules synoviales dont les noyaux sont pycnotiques (petite fleche)
ou absents (pointe de fleche), et une infiltration massive de neutrophiles (grande
fleche). barre=40 um



PLANCHE 7

117



. T E

Z = = = 2 B

R «

€ ¥ 2 X% & &
50 —
20 — ' - SV 40 LARGE T
50 — "

4 .

20 — - NEOMYCIN

L L
85— = —gag
188 — . -nl!. RNA

FIGURE 22, TRANSFECTION  STABLE DES CELLULES
SYNOVIALES DE TYPE FIBROBLASTIQUE. Les cellules synoviales
étaient cotransfectées avec pRSV-TAg, un plasmide d'expresssion
contenant l'antigéne grand T de SV40, et pSV2-néo, un plasmide
contenant le géne néo’ (R2 T, R4 T); soit cotransfectées avec pRSV-TAg
et pSV2-néo, suivi d'une transfection avec pHOG6TI1, un plasmide
d'expression contenant l'oncogeéne T24 H-ras et le geéne néof (R4 T+R);
soit cotransfectées avec pRSV-TAg et pHO6T1 (R11 T+R, R12 T+R); ou
non transfectées (R8 NT). Les cellules transfectées étaient ensuite
sélectionnées avec la G418, I'ARN était préparé, séparé par électrophorése
sur gel d'agarosc, transféré sur unc membrane de nylon, et hybridé a une

sonde ADNc radiomarquée du génc de la résistance a la néomycine ou de

I'antigene grand T de SV40.
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FIGURE 24. CROISSANCE CELLULAIRE SANS ANCRAGE CHEZ LES
CELLULES SYNOVIALES TRANSFECTEES AVEC L'ANTIGENE GRAND
T DE SV40. Les cellules synoviales transfectées avec grand T étaient cultivées

dans de ['IMDM a 1% d'agarose pendant 4 semaines. La lignée cellulaire
photographiée ici était typique des lignées positives pour la croissance en agarose
décrites dans la table 8.
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FIGURE 25. Régulation par les cytokines de 1'expression des ARNm
des cathepsines B et L chez les cellules synoviales de type
fibroblastique transfectées avec I'antigéenme grand T. Les cellules
synoviales aprés transfection étaient privées de sérum pendant 24 heures, puis
traitées par le TNF-a (4 ng/ml), le PDGF (20 ng/ml), 1'IL-1 (50 U/ml), le bFGF
(10 ng/ml), I'IFN-y (25 ng/ml) ou laissées sans traitement (contrdle) pendant 24
heures. L'ARN était alors préparé a partir de ces cellules, séparé par
électrophorése en gel d'agarose, puis transféré sur une membrane de nylon.
L' ARN ¢€tait ensuite hybridé & une sonde d' ADNc radiomarquée de la cathepsine
B, cathepsine L, collagénase ou P-actine, puis exposé a un film
autoradiographique (A) L'intensité de chacune des bandes était quantifiée sur un
analyseur d'image (Pharmacia). En paralléle avec la figure A, les figures B et C
présentent le niveau d'expression des transcripts respectivement de la cathepsine
B et L en pourcentage du contrdle, aprés correction des résultats en fonction de
I'expression de la B-actine.
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FIGURE 26. Régulation par les cytokines de lI'expression des ARNm
des cathepsines B et L chez les cellules synoviales de type
fibroblastique transfectées avec I'antigene grand T et T24 H-ras. Les
cellules synoviales aprés transfection étaient traitées et 1' ARNm préparé comme
indiqué a la figure 24. L' ARN était hybridé a une sonde d' ADNc radiomarquée de
la cathepsine B, cathepsine L, collagénase ou PB-actine, puis exposé a un film
autoradiographique (A) L'intensité de chacune des bandes était quantifiée sur un
analyseur d'image (Pharmacia). En parallele avec la figure A, les figures B et C
présentent le niveau d'expression des transcripts respectivement de la cathepsine
B et L en pourcentage du contrdle, aprés correction des résultats en fonction de
I'expression de la B-actine.



o
o
=
2
-]
QO
o
<3

m 2 MM
m
Z
: Z g 2
L Q
m m < =
T Uh mnp eunes-NJT
< e o =Y £
. 4949 .Wv i ..“ 1949
A-NAT & B
Z
4044 | wdre-aNL
, 8
0-4N.L T ﬂ
3 ,;., . "
- % - ”
" (o]
40ad } | H
TTQAULNOD § :
B~
* * 3[onuoy - i
| T
L o o . . . . 1
< ] T . -
S - = 2 g 8 8 8 8 ~° g § 8 8 8 8§ =©°
- . [as} (o] o~ - — Lag] o~ o — —
< o~ o]
(3j011u02 np 9, u3) (3jonuoo np g, us)

A g sunsdaied 3p WINYY §3p uolssardxa p neaalN B -1 sutsdayies ap WNYV | 9p vorssaidxg C



FIGURE 27. Caractérisation par western blot des formes synthétisées
et sécrétées de la cathepsine B chez les cellules synoviales de type
fibroblastique transfectées par 1'antigéne grand T. Les cellules
synoviales aprés transfection étaient privées de sérum pendant 24 heures, puis
traités par le TNF-a, PDGF, IL-1, bFGF ou IFN-y, ou laissées sans traitement.
A 24 heures, le surnageant et les cellules étaient récupérées. Les protéines
extracellulaires (1 ml de milieu de culture) et intracellulaires (50 pg de protéines
du lysat cellulaire) étaient séparées sur gel d'acrylamide, transférées sur une
membrane de nitrocellulose. Les différentes formes de cathepsine B
intracellulaires (A) et extracellulaires (B) étaient détectées avec un anticorps
polyclonal dirigé contre les formes matures et immatures de la cathepsine B



(44!

LT HANDIA

!
:
1
|
|

*— 00c

= vl
—1C
- 0t
- 9%
- 69

P.M.

Cathepsine B

Contrdle

PDGF

IL-1

TNF-a

bFGF

IFNy

— 00¢

P.M.

Cathepsine B

Contréle
PDGF

IL-1

TNF-a

bFGF

IFNy



FIGURE 28. Caractérisation par western blot des formes synthétisées
et sécrétées de la cathepsine L chez les cellules synoviales de type
fibroblastique transfectées par 1'antigéne grand T. Les cellules
synoviales aprés transfection étaient privées de sérum pendant 24 heures, puis
traités par le TNF-a, PDGF, IL-1, bFGF ou IFN-y, ou laissées sans traitement.
A 24 heures, le surnageant et les cellules étaient récupérées. Les protéines
extracellulaires (1 ml de milieu de culture ) et intracellulaires (50 pug de protéines
du lysat cellulaire) étaient séparées sur gel d'acrylamide, transférées sur une
membrane de nitrocellulose. Les différentes formes de cathepsine L
intracellulaires (A) et extracellulaires (B) étaient détectées avec un anticorps
polyclonal dirigé contre les formes matures et immatures de la cathepsine L .
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5. DISCUSSION

Le pannus de type tumoral qui se forme dans le tissu synovial inflammatoire de malades
atteints de PR suggére qu'un processus analogue a la transformation cellulaire néoplasique se
produit chez les cellules synoviales de type fibroblastique dans cette maladie. Comme I'ont déja
laissé entendre de précédents travaux, l'expression du phénotype néoplasique chez certaines
cellules cancéreuses peut €tre liée a la présence de mutations au niveau de proto-oncogenes (et/ou
anti-oncogenes) souvent complémentaires dans leurs fonctions transformantes (153). De méme,
l'expression de la collagénase, induite par 1'IL-1 (ou le TNF-alpha), et la croissance sans ancrage,
induite par le PDGF, deux changements phénotypiques associés a la néoplasie, ont des effets
complémentaires sur le phénotype des cellules synoviales (204), suggérant que ces cytokines
peuvent stimuler les cellules synoviales a reproduire dans la PR un phénotype similaire a celui de
cellules cancéreuses; mais dans ce cas plutdt régulé extérieurement que dii & des mutations
génétiques. Pour déterminer la relation existant entre ces signaux externes et la régulation interne
de l'expression du phénotype transformé des cellules synoviales, les cellules synoviales de type
fibroblastique de cultures primaires étaient transfectées avec des oncogeénes complémentaires. Les
lignées cellulaires résultantes €taient alors testées quant a l'expression et sécrétion de la collagénase
et cathepsines B et L, ainsi que leur capacité a croitre in vitro avec et sans ancrage, ou in vivo
dans des souris immunodéficientes.

La transfection stable de cellules synoviales primaires humaines avec I'antigéne grand T de
SV40 produit des lignées cellulaires capables de croitre indépendamment de facteurs de croissance
et d'ancrage. Ces cellules expriment et sécrétent spontanément les cathepsines B et L, et forment
des tumeurs transitoires dans des souris immunodéficientes. L'antigéne grand T de SV40 est
connu pour ses capacités & immortaliser 