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Introduction bibliographique

1. La Polyarthrite Rhumatoide (PR)

La PR est caractérisée par des arthralgies associées a des gonflements articulaires appelés
synovites. L’évolution de cette affection se fait par poussées inflammatoires, a 1’origine de la
destruction articulaire et du handicap en 1’absence d’une prise en charge efficace.

Bien que l’origine de la maladie demeure inconnue, les données récentes de la littérature
incriminent les cellules de 'immunité innée dans le développement des I€sions de la PR
[Cedergren et al. 2007; Lefevre ef al. 2009]. Comme la plupart des maladies auto-immunes, la
PR est une pathologie multifactorielle, avec un terrain génétique particulier [Auger et al.
2005] impliquant des facteurs environnementaux tels que le tabac [Sugiyama ef al. 2010] et la

flore microbienne [Mikuls ef al. 2009].

1.1. La PR, une maladie fréquente avec un impact médico-économique important
La PR constitue un véritable probléme de santé publique, tant par le handicap occasionné par

les 1ésions articulaires que par le colt du traitement sur I’économie de sant¢.

1.1.1. Données démographiques concernant la Polyarthrite Rhumatoide

La PR est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. Elle touche 0,4 a 0,8% de
la population caucasienne [Roux et al. 2007], soit environ 300000 a 500000 personnes en
France, avec une incidence en légeére diminution durant les 30 derni¢res années [Kaipiainen-
Seppanen et al. 2006]. Elle atteint un homme pour 3 a 5 femmes [Kvien ef al. 2006; Kwoh ef
al. 1996] mais cette différence de sex ratio s’atténue progressivement au-dela de 70 ans. La
maladie peut se déclarer a tout age bien qu’il existe une recrudescence de I’incidence entre 40

et 60 ans [Kaipiainen-Seppanen et al. 1996].

1.1.2.  Impact de la Polyarthrite Rhumatoide sur 1I’économie de santé

Les nouveaux traitements de la PR entrainent une dépense de santé conséquente, de 16000 a
20000 € / an, alors qu’un traitement de fond conventionnel engendre un cofit 5 a 7 fois moins
important [Nurmohamed ez al. 2005]. Ainsi le montant total moyen de la maladie (colts
directs plus indirects) par patient varie de 3072 a 49786 € / an [Rat et al. 2004]. Les
médicaments immuno-modulateurs et les thérapeutiques ciblées ont largement contribué a
I’amélioration de la prise en charge des patients, permettant de diminuer I’activité de la
maladie [Gartlehner ef al. 2006], d’améliorer le handicap [Aletaha ez al. 2008], la qualité de
vie [Gartlehner et al. 2006] et de ralentir I’évolution de la destruction articulaire [Blumenauer
et al. 2003; Gartlehner et al. 2006; Jones et al. 2003; Navarro-Sarabia et al. 2005]. Ces

traitements ne sont pas dénués d’effets indésirables [Singh et al. 2009] parfois séveres
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[Maxwell ef al. 2009; Mertens et al. 2009] et génerent un colt important sur les dépenses de

santé [Chen et al. 2006b; Merkesdal ef al. 2005].

1.2. La Polyarthrite Rhumatoide, une maladie handicapante

1.2.1.  L’arthrite, prototype de la réaction inflammatoire

Lors d’une aggression tissulaire, quelle qu’en soit la cause (infectieuse, tumorale, chimique,
physique ou auto-immune), des molécules endogenes dispersées dans le milieu extra-
cellulaire lors de la nécrose cellulaire ou des éléments microbiens polysaccharidiques,
lipidiques et oligonucléotidiques recrutent rapidement les cellules de I’immunité innée. Ces
composants moléculaires associ€és aux micro-organismes pathogenes (PAMP : “Pathogen
Associated Molecular Patterns) ou aux molécules du soi dégradées (DAMP : “Damage
Associated Molecular Patterns*) constituent des signaux de danger détectés par des récepteurs
(PRRs : “Pattern Recognition Receptors*). L’atteinte ostéo-articulaire de la PR résulte d’une
réaction inflammatoire articulaire typique. Les cellules de I’immunité innée sont recrutées et
activées dans un processus inflammatoire. Ainsi Darthrite est caractérisée par une
vasodilatation capillaire responsable d’un érythéme, d’un gonflement articulaire, d’une
chaleur et de douleurs pulsatiles associées a des réveils nocturnes avec pour conséquence une

impotence fonctionnelle parfois trés sévere.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires en jeu sont communs a 1’ensemble des réactions
inflammatoires. La phase initiale vasculaire permet un recrutement cellulaire et une activation
rapide au niveau du site inflammatoire. Elle nécessite la mobilisation d’effecteurs pré-formés
contenus dans les granules des mastocytes et des polynucléaires neutrophiles (PMNs). La
dégranulation du mastocyte permet de secréter immédiatement de puissants médiateurs
vasodilatateurs (histamine, sérotonine et bradykinine) qui favorisent la domiciliation des
cellules effectrices. Les granulations du PMN renferment des substances de défense comme
les protéines du complément et la NADPH oxydase dédice a la production de formes réactives
de I’oxygene (ou ROS pour “reactive oxygen species®). Les métalloprotéases matricielles (ou
MMPs pour “Matrix Metalloproteinases«) favorisent la migration cellulaire. Dans le cas du
PMN, la collagénase MMP-8 et la gélatinase MMP-9 dégradent respectivement les collagénes
de type I et de type IV. Les protéases et les ROS peuvent aussi exercer des effets déléteres
par des dommages excessifs et incontrolés de la matrice extra-cellulaire des tissus cibles.
Apres une deuxiéme phase d’amplification faisant intervenir des facteurs chimiotactiques de

nature différente et des cytokines inflammatoires comme le "Tumor Necrosis Factor o
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(TNFa), l'interleukinel3 (IL-1B) et I'IL-6, le macrophage permet la terminaison de la
réaction inflammatoire par phagocytose et présente les peptides immunogenes afin d’initier

une réponse immune adaptative.

1.2.2.  L’arthrite, symptome cardinal de la maladie

Une articulation est formée de deux extrémités, les épiphyses, reliées entre elles par un
manchon rigide et étanche, la capsule articulaire. Les épiphyses et la capsule délimitent un
espace clos, baigné par le liquide synovial. Les surfaces internes de cette cavité sont
recouvertes soit par le cartilage coiffant 1’os sous chondral soit par la membrane synoviale qui

tapisse la capsule articulaire (Figure 1).

Figure 1. Schéma d’une coupe d’une articulation rhumatoide

Epiphyse

Capsule articulaire

Membrane synoviale

Liquide synovial

Fibrocartilage
Cartilage

L’examen clinique d’un patient souffrant de PR est dominé par des douleurs articulaires,
d’horaire “inflammatoire*, associées a un gonflement des articulations (ou synovite) [Ritchie
et al. 1968]. L’atteinte est le plus fréquemment bilatérale et symétrique ; elle concerne
principalement les petites articulations du carpe, les articulations méta-carpo-phalangiennes et
méta-tarso-phalangiennes. L’inflammation de la gaine des tendons (ou ténosynovite) est
fréquente au niveau des muscles fléchisseurs de la main au stade initial de la maladie [Eshed
et al. 2009]. On note le plus souvent une augmentation de la raideur articulaire en deuxieéme

partie de nuit et le matin.
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1.2.3. La destruction articulaire

Les destructions articulaires sont particulierement importantes au stade précoce de la maladie,
c’est pourquoi il est recommandé d’instaurer un traitement de fond, visant a controler les
synovites et a prévenir les lésions articulaires, dés le début des symptomes. Les érosions
osseuses et la destruction cartilagineuse (Figure 2) sont corrélées a un mauvais pronostic
fonctionnel [Maillefert er al. 2003]. De plus les synovites itératives sont a 1’origine de
subluxations ou de luxations articulaires qui font le lit des ruptures tendineuses et des
déformations. Ces complications grévent considérablement le pronostic fonctionnel des

patients apres plusieurs années d’évolution.

Figure 2. L’atteinte clinique et radiologique de la PR
A.

A : Mains de face d’une patiente présentant une Polyarthrite Rhumatoide.
B : Radiographie des deux mains de face de la méme patiente.

1.2.4.  Les atteintes extra-articulaires de la Polyarthrite Rhumatoide

Chez 25% a 40% des patients, il existe des atteintes extra-articulaires [Carmona et al. 2003;
Cimmino et al. 2000]. Les nodules rhumatoides siégeant surtout a la face postérieure de
I’avant-bras et du coude sont, apres quelques années d’évolution, présents dans environ 20%
des cas [Carmona et al. 2003; Cimmino et al. 2000]. Un syndrome de Gougerot-Sjogren est

constaté chez un patient sur six [Carmona et al. 2003; Cimmino et al. 2000]. Les atteintes
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pulmonaires, principalement des bronchectasies, touchent environ 2,5% de la population
souffrant de PR [Carmona et al. 2003].

La luxation antloido-axoidienne, pouvant entrainer une compression médullaire, complique
environ 10% des PR. Elle est recherchée systématiquement afin de ne pas méconnaitre une
compression médullaire cervicale. Les vascularites, I’amylose secondaire et le syndrome de
Felty (associant une splénomégalie et une leuconeutropénie) sont des complications graves

mais plus rares (<1% des patients) qui surviennent volontiers dans des PR anciennes.

1.3. Difficultés diagnostiques de la PR

Le diagnostic de PR se fonde sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et
radiologiques [Haute Autorit¢é de Santé 2007] apres élimination des autres affections
rhumatologiques [Aletaha er al. 2011]. Malgré les différents examens biologiques et
radiologiques prescrits dans le bilan diagnostique de PR et la création d’algorithmes
diagnostiques [Aletaha ef al. 2011] et pronostiques [Visser et al. 2010], la recherche de
nouveaux biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et théragnostiques de la PR semble
nécessaire pour améliorer la prise en charge des patients [Baillet e al. 2010; De Seny et al.

2005; De Seny et al. 2008].

1.3.1.  Le bilan biologique

Il existe un syndrome inflammatoire associé a une positivité des anticorps anti-nucléaires
(10-30 %) et du facteur rhumatoide, anticorps de type IgM anti-gammaglobuline. Les
résultats de ces examens ne sont toutefois pas assez discriminants pour le diagnostic de la PR
contrairement aux anticorps anti-peptides citrullinées (ACPA pour “anti-citrullinated protein
or peptide auto anti-bodies*) dont la spécificité est excellente [Schellekens er al. 2000].
Cependant au stade initial la sensibilité des ACPA n’est que de 40 a 60% [Nishimura et al.
2007; Schellekens et al. 2000].

1.3.2. Le bilan radiologique

L’existence d’érosion osseuse sur les radiographies standard dans le cadre d’une polyarthrite
débutante est fortement évocatrice d’'une PR ou, au moins, d’une polyarthrite nécessitant
I’instauration d’un traitement par méthotrexate [Aletaha er al. 2011]. L’échographie et
I’imagerie par résonnance magnétique offrent une sensibilité supérieure [Baillet ez al. 2011a]
et permettent de faire le diagnostic avant l’apparition de Iésions radiographiques. De
nouveaux algorythmes diagnostiques [Aletaha ef al. 2011] et pronostiques [Visser et al.
2010], intégrant les données de I’examen clinique et les résultats du bilan biologique et

radiologique ont récemment été proposes.
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2. Les synoviocytes et les PMNs : cellules clés de la physiopathologie de la PR

Bien que la physiopathologie de la PR soit encore mal connue, plusieurs phases, bien souvent
intriquées, semblent caractériser 1’évolution de la maladie. Bien avant le début des
symptdmes, il est probable qu’une inflammation aspécifique aboutisse a une rupture de la
tolérance par émergence de protéines de danger, telles que les protéines SI00A8/A9, et des
peptides antigéniques au sein de la matrice extra-cellulaire de 1’articulation. De nombreux
types cellulaires incluant le monocyte/macrophage [Ma et al. 2005], le lymphocyte B
[Gottenberg et al. 2009], le lymphocyte T [Skapenko et al. 2005], le chondrocyte [Yasuda
2006] et ’ostéoclaste [Gravallese 2002] sont impliqués dans 1’étiopathogénese de la maladie.
Cependant un role primordial est désormais reconnu aux synoviocytes [Pap ef al. 2000] et a
leurs interactions avec les cellules infiltrantes phagocytaires [Kurz ef al. 1999]. La jonction
entre la membrane synoviale et le cartilage est une zone gachette ou débutent les premicres
Iésions [Choy et al. 2001]. Des synoviocytes activés, au phénotype pseudo-tumoral,
apparaissent dans cette zone critique bien avant le début des symptomes suggérant un role
prépondérant de ce type cellulaire dans le développement et la chronicisation de la maladie

[Lefevre et al. 2009; Noss et al. 2008; Perlman et al. 2010].

2.1. La synovite, lésion élémentaire de la Polyarthrite Rhumatoide

Il existe de plus en plus d’arguments qui désignent la membrane synoviale et tout
particulicrement la jonction pannus-cartilage comme une zone clé [Pap er al. 2000]. La
synovite inflammatoire est la lésion élémentaire responsable de la destruction articulaire.
Initialement, on note une augmentation du nombre de vaisseaux synoviaux avec un infiltrat
composé de PMNs, de macrophages et de lymphocytes. Puis les cellules résidantes, les
synoviocytes fibroblastiques, proliferent et deviennent hyperplasiques. Les synoviocytes,
primitivement répartis en une fine couche bordante monocellulaire, se distribuent alors en
plusieurs couches avec une hypertrophie des villosités synoviales et une multiplication des

franges caractéristiques du pannus de la PR (Figure 3).
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Figure 3. Histologie de la synovite rhumatoide

A : Répartition des synoviocytes fibroblastiques en une monocouche cellulaire (fleche) produisant le liquide
synovial (L.S.) de la cavité articulaire.

B : Prolifération pseudotumorale des synoviocytes fibroblastiques rhumatoides de I’intima (fleche) et infiltation
de cellules inflammatoires dans la subintima.

2.2. Les synoviocytes : cellules résidantes de la membrane synoviale

2.2.1. La membrane synoviale rhumatoide

La membrane synoviale, d’origine mésenchymateuse, tapisse les bourses séreuses, les gaines
tendineuses et toutes les surfaces articulaires a I’exception du cartilage, délimitant la cavité
contenant le liquide synovial. Elle est organisée en replis et en franges qui augmentent la
surface de contact avec le liquide synovial. La membrane synoviale est divisée en une couche
profonde richement vascularisée et innervée recouvrant la capsule articulaire et en une couche
superficielle, elle-méme formée d’une couche bordante, composée d’une a deux assises de
cellules, I’intima, et d’une zone plus profonde avec de nombreux capillaires sanguins,
d’artérioles et de vaisseaux lymphatiques, la sub-intima.

La couche de cellules bordantes de la membrane synoviale est principalement formée de
synoviocytes de 2 types. Les synoviocytes de type A ou macrophagiques, d’origine
hématopoiétique [Shikichi er al. 1999], ont tendance a s’amasser dans les zones apicales des
villosités, alors qu’ils sont plus rares dans les régions basales [Iwanaga et al. 2000; Shikichi et
al. 1999]. Les synoviocytes macrophagiques assurent la phagocytose des débris contenus dans
I’espace articulaire et présentent les peptides liés au Complexe Majeur d’Histocompatibilité
de classe I [Kitamura ef al. 2001]. Ce type cellulaire est donc directement partie prenante
dans la destruction articulaire. Les synoviocytes macrophagiques sont incapables de
proliférer in vitro, si bien qu’aprés quelques passages, le seul type cellulaire pouvant &tre
cultivé est le synoviocyte fibroblastique [Hamilton ez al. 1981].

Les synoviocytes fibroblastiques ou de type B sont responsables de la synthese d’acide
hyaluronique [Momberger et al. 2005] et de la plupart des constituants du liquide synovial tels

que le collagéne [Smith et al. 1998] et la fibronectine [Carsons et al. 1985] nécessaires a la

17



Introduction bibliographique

nutrition et a la lubrification du cartilage. Le role de la lubricine [Jay ef al. 2011] dans la
chondroprotection a récemment été souligné.
Ces deux types cellulaires ont des caractéristiques morphologiques, histochimiques et

immuno-histologiques différentes [Barland et al. 1962].

2.2.2.  Les transformations phénotypiques du synoviocyte fibroblastique rhumatoide

La prolifération des synoviocytes fibroblastiques est une des caractéristiques qui définit la PR.
Ces cellules jouent un role central dans la maladie [Lefevre et al. 2009]. L’acquisition
singuliere du phénotype pseudo-tumoral procede de plusieurs mécanismes dont certains
déterminants ont récemment été caractérisés.

Le role des cytokines pro—inflammatoires, impliquées a la fois dans D’activation et la
transformation phénotypique des synoviocytes rhumatoides, est mal cerné. En effet, il est
expérimentalement difficile d’apporter la certitude qu’in vivo les cytokines pro-
inflammatoires sont une cause de la transformation pseudo-tumorale et non pas la
conséquence de I’activation cellulaire. L’ IL-1fB [Chevrel et al. 2002] et le TNFa [Imaizumi et
al. 2009] augmentent la synthese de cytokines par le synoviocyte rhumatoide alors que I’IL-6
[Hashizume et al. 2009] permet la sécrétion du facteur angiogénique VEGF (“Vascular
endothelial growth factor. L’IL-17 [Hot ef al. 2011] ainsi que des facteurs de croissance
“Fibroblast Growth Factor* (FGF [Muller-Ladner et al. 2007]), “Platelet Derived Growth
Factor (PDGF [Rosengren et al. 2010]) et “Transforming Growth Factor” (TGF- [Warstat
et al. 2011]) sont impliqués dans la synthése de MMPs qui facilitent la migration et la
dégradation de la matrice extracellulaire par le synoviocyte. Une hypothése alternative est
avancée pour expliquer le phénotype pseudo-tumoral des synoviocytes rhuamtoides. Li et al.
suggerent que les cytokines pro-inflammatoires pourraient maintenir les cellules souches
mésenchymateuses du pannus rhumatoide dans un état de synoviocytes dédifférenciés [Li et
al. 2006a].

De plus, il existe une activation autocrine des cellules résidantes de I’articulation par des
facteurs pro-métastatiques, S1I00A4 [Klingelhofer et al. 2007] et progranuline [Tang et al.
2011], qui accélérent I’angiogénese, la prolifération et la migration cellulaire. De plus,
I’activation de proto-oncogene Fas, Bcl-2 et c-Myc [Matsumoto et al. 1996; Pap et al. 2004]
tout comme le déficit d’expression de geénes suppresseurs de tumeur p53 [Cha ef al. 2006]
favorisent la prolifération et inhibent 1’apoptose des synoviocytes [Matsumoto et al. 1996].
Enfin des modifications épigénétiques des synoviocytes fibroblastiques de PR ont été

rapportées. L hyper-acétylation génomique [Huber et al. 2007] contribue a 1’activation de
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facteurs de transcription pro-inflammatoires alors que I'hypo-méthylation de 1I’ADN
[Karouzakis et al. 2009] en partie secondaire a 1’expression de certains micro-ARN, miR-
146a et miR-155 [Stanczyk et al. 2008] est a I'origine d’une activation du synoviocyte

rhumatoide.

2.2.3.  Les synoviocytes rhumatoides, cellules “sentinelles*

Les synoviocytes fibroblastiques sont principalement dévolus a la synthése de la matrice
extra-cellulaire du tissu synovial et du liquide articulaire. De plus, ils sont engagés
directement dans I’initiation et I’amplification de la réponse inflammatoire, notamment grace
a I’abondante expression de récepteurs de I’immunité innée [Ospelt ef al. 2008]. Ainsi la voie
des récepteurs “Toll like* (TLR), peut étre activée par des molécules de danger comme les
protéines SI00A8/A9 [Vogl et al. 2007] ou par des produits de nécrose cellulaire [Ospelt et
al. 2009]. Cette dualité fonctionnelle des synoviocytes fibroblastiques leur confere le role de
sentinelle de D’articulation, garante de 1’homdostasie de I’articulation dans un contexte
physiologique et pathologique, en collaboration avec les synoviocytes macrophagiques [Smith
et al. 1997; Xia et al. 1997]. L’activation de ce dernier type cellulaire, par des pathogenes ou
des molécules de danger, est a l’origine d’une stimulation des synoviocytes de type
fibroblastiques. Ce dialogue est un phénomene trés précoce dans la physiopathologie de la
PR, vraisemblablement a 1’origine de 1’émergence de néo-Epitopes. 11 s’ensuit une rupture de
tolérance [Klimiuk ez al. 1999] qui a pour conséquence une stimulation des lymphocytes T a
I’origine de la réaction auto-immune. De plus les synoviocytes macrophagiques activés
produisent du TGF-3 qui est un facteur de croissance capital dans la polarisation de la réponse
lymphocytaire Th17 [Yang et al. 2008]. Les synoviocytes fibroblastiques ainsi activés
[Warstat et al. 2011] amplifient la réponse inflammatoire par la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires comme I’IL-1B [Chevrel et al. 2002], le TNFa et ’'IL-6 (Figure 4).

Ces cellules jouent, en outre, un rdle central dans la protéolyse matricielle, de manicre directe
par leur invasion de la matrice extra-cellulaire et de maniere indirecte en perturbant le
fonctionnement des autres cellules résidantes chondrocytaires et ostéoclastiques. Les
synoviocytes peuvent également stimuler les cellules de I’immunité innée et adaptative. En
effet, elles sont capables d’interagir avec la plupart des cellules qui contribuent a la
destruction du cartilage et a I’inflammation telles que les lymphocytes B [Reparon-Schuijt et
al. 2000], les lymphocytes T [Benito-Miguel et al 2009], mais aussi les
monocytes/macrophages [Blue ef al. 1993] et les neutrophiles [Filer ef al. 2006].
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Figure 4. Transformation phénotypique du synoviocyte fibroblastique rhumatoide et sécrétion
de molécules effectrices dans la Polyarthrite Rhumatoide
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2.2.4. Les molécules effectrices produites par les synoviocytes rhumatoides

L’activation du synoviocyte, secondaire a la stimulation par des cytokines pro-inflammatoires
et a I’acquisition d’un phénotype pseudotumoral, entretient la réaction inflammatoire au sein
de la membrane synoviale. Tout d’abord le synoviocyte produit des facteurs angiogéniques
responsables d’une augmentation de la vascularisation du pannus [Pablos et al. 2003] puis il
synthétise des chimiokines attirant les leucocytes au sein du pannus [Privat et al. 2001]. Il est
vraisemblable que cette réaction inflammatoire initiale, qui implique les cellules résidantes,
soit a ’origine de la formation de follicule lympho-plasmocytaire [Humby ef al. 2009].

L’IL-6 produit par les synoviocytes fibroblastiques est un facteur majeur d’activation des
lymphoctes B matures avant qu’ils ne se transforment en plasmocytes producteurs d’auto-
anticorps anti-peptides citrullinés. L’interaction synoviocyte-lymphocyte T induit la
stimulation [Singh er al. 2008] et la différenciation lymphocytaire vers un phénotype pro-
inflammatoire [Benito-Miguel et al. 2009]. De plus, les synoviocytes fibroblastiques attirent
les PMNs circulants par la production d’IL-8 [Gao ef al 1995]. Les deux types de
synoviocytes fibroblastiques [Koch ef al. 1992] et macrophagiques [Villiger ef al. 1992] sont
capables de produire la CCL-2, une chimiokine également appelée “monocyte-
chemoattractant protein-1“ (MCP-1) responsable du recrutement du monocyte et

probablement du lymphocyte T au sein du pannus (Figure 4).
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En outre, certaines MMPs membranaires sécrétées par les synoviocytes sont aptes a activer la
gélatinase MMP-2 et la collagénase MMP-13 [Sato ef al. 1994], amplifiant et entretenant la
protéolyse matricielle. Les fragments de fibronectine et vitronectine ainsi générés activent
¢galement la sécrétion de différentes MMPs [Noss ef al. 2008], brisant 1’homéostasie en
faveur d’un catabolisme matriciel (Figure 5). Il existe 4 inhibiteurs des MMPs : TIMPs1-4
(“tissu inhibitor of MMPs*). Bien que chacun des TIMPs puisse bloquer le site catalytique de
I’ensemble des MMPs par son domaine N-terminal, il existe une certaine spécificité¢ de
chaque inhibiteur. Par exemple, la gélatinase MMP-2 est préférenciellement inhibée par les
TIMPs 2-4 alors que la gélatinase MMP-9 a plus d’affinité pour le TIMP-1. Dans un modele
murin [Schurigt et al. 2005] et canin [Hegemann et al. 2003] de PR ainsi que chez les
patients [Murphy et al. 2002], il existe un déséquilibre entre 1’activité des MMPs et
I’inhibition par les TIMPs au sein du pannus, a la faveur d’une majoration de I’activité
protéolytique. C’est également le cas pour la cathepsine B, protéase a cystéine, dont I’activité
catalytique n’est plus contdlée par la cystatin C [Hansen et al. 2000].

Enfin, de récentes données suggerent que les synoviocytes de PR, a I’instar des métastases,
empruntent la circulation systémique pour étendre le site inflammatoire a d’autres

articulations [Lefevre et al. 2009].

Figure 5. Structure schématique de Métalloprotéases matricielles (MMPs)
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2.2.5.  Les synoviocytes rhumatoides sont au cceur de la protéolyse matricielle

Les modifications phénotypiques du synoviocyte fibroblastique de PR lui confeérent la
propriété d’adhérer sur le cartilage [Muller-Ladner ef al. 1996], de proliférer de manicre
pseudo-tumorale [Lafyatis et al. 1989], de migrer dans le tissu synovial [Garcia-Vicuna et al.
2004; Gay et al. 1996] indépendamment de toute stimulation [Muller-Ladner ez al. 1996].

De plus, les synoviocytes synthétisent des enzymes de dégradation de la matrice extra-
cellulaire telles que la collagénase MMP-1 [Sorsa et al. 1992], la gélatinase MMP-2 [Clegg et
al. 1999], ’agrécanase [Vankemmelbeke et al. 1999] et les stromélysines MMP-3 [Miyazawa
et al. 1998] et MMP-10 [Tolboom et al. 2002].

Enfin, sous I’effet des proto-oncogenes des synoviocytes rhumatoides ou de cytokines pro-
inflammatoires, des cathepsines [Cunnane et al. 1999; Hummel ef al. 1998] sont sécrétées et
dégradent les protéoglycanes ainsi que le collagene I, 11, IX et XI [Trabandt et al. 1990]. Le
synoviocyte de PR participe également a la destruction cartilagineuse [Steenvoorden et al.
2007a] en modifiant 1’équilibre homéostasique du chondrocyte. D’une part, 1’ostéoprotégérine
produite par la membrane synoviale induit la synthése de collagénase par le chondrocyte
[Petrow et al. 2000]. D’autre part, L’IL-6 synthétisée par les synoviocytes de PR activés
diminue les fonctions anaboliques du chondrocyte [Kurz ef al. 1999], notamment la synthése
de protéoglycanes [Jikko et al. 1998].

Le récepteur RANK (Receptor Activator of NF-kB) de la superfamille des récepteurs au
TNFa, est une voie majeure de l’activation de 1’ostéoclaste [Teitelbaum 2000], cellule
impliquée dans la résorption osseuse et les €rosions des rhumatismes inflammatoires. Or le
synoviocyte fibroblastique de PR  exprime fortement le ligand de RANK, RANKL
[Shigeyama et al. 2000]. L’ostéoclastogénese est ainsi activée, expliquant les 1ésions osseuses

constatées dans la PR [Ishida ez al. 2009].

2.3. Les PMNs : cellules infiltrantes de I’articulation, chefs d’orchestre de la synovite
2.3.1. La granulopoiése

Les polynucléaires neutrophiles, ou PMNs (“polymorphonucléaires neutrophiles), comme
tous les leucocytes dérivent de la cellule souche totipotente HPP-CFC (“High Proliferative
Potential- Colony Forming Cell*). Le facteur de croissance GM-CSF (“Granulocyte
Marophage-Colony Stimulating Factor®) autorise la différenciation de la lignée myéloide
bipotente des granulocytes et des monocytes alors que le G-CSF (“Granulocyte-Colony
Stimulating Factor®) oriente vers le progéniteur granulocytaire. Durant la granulopoi¢se de

cette lignée, plusieurs types cellulaires vont se différencier : les myéloblastes, promyélocytes
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et myélocytes, encore capables de proliférer, et les cellules terminales, incapables de mitose :
les métamyélocytes et les PMNs. L’étude par radio-marquage a permis d’évaluer la durée de
vie des cellules dans le sang périphérique (4 a 7h pour les PMNSs) [Dresch ef al. 1972] et la
durée de la granulopoiese (7 a 13j) au cours de laquelle vont apparaitre successivement et a
des stades trés précis les granulations azurophiles ou primaires, spécifiques ou secondaires,

riches en gélatinase et enfin les vésicules sécrétoires [Borregaard et al. 1997].
Figure 6. La granulopoi¢se
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Le myéloblaste est une cellule peu représentée (0 a 2% des cellules d’un frottis médullaire).
De forme quadrangulaire ou ovale, elle mesure 15 a 20 pm. Son noyau convexe contient une
chromatine finement piquetée et de 1 a 3 nucléoles nettement délimités. Quelques
granulations azurophiles immatures sont parfois visualisées dans son cytoplasme
hyperbasophile. Le promy¢locyte, plus volumineux, constitue 2 a 8% des cellules médullaires.
Le début de condensation de la chromatine et I’apparition de nombreuses granulations
azurophiles sont les stigmates de la maturation nucléo-cytoplasmique (Figure 6). La majorité
de ces granules se répartit autour de I’appareil de Golgi. Ils sont pour la plupart sphériques et
denses en microscopie €lectronique (environ 500 nm), mais certains sont oblongs et d’autres
beaucoup plus petits. Au stade myé€locyte (15 um) la synthese de ces granules cesse au profit
de granules spécifiques contenant de la lactoferrine et de granules riches en gélatinase,

d’environ 200 nm de diametre. Le noyau devient convexe, la chromatine s’agrége en bloc, les
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nucléoles disparaissent et le cytoplasme devient acidophile (Figure 7). Ces cellules
représentent 12 a 20% des cellules médullaires. La derniere mitose de la lignée granuleuse du
neutrophile intervient entre le stade myélocyte et métamyélocyte donnant naissance a une
cellule qui ne differe du myélocyte que par l'aspect réniforme du noyau, la condensation de la

chromatine en blocs denses, la raréfaction des ribosomes et des mitochondries.

Figure 7. Les granules du PMN
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NGAL="Neutrophil gelatinase-associated lipocalin", CD="Cluster of differenciations”. D aprés [Borregaard et
al. 1997].

2.3.2. Le PMN en condition physiologique

Au cours de la maturation nucléo-cytoplasmique, des PMNs médullaires (12 a 15um) restent
dans la moelle hématopoiétique pendant 5 jours, constituant une réserve médullaire, avant de
rejoindre la circulation sanguine. Leur chromatine est condensée, leur noyau polylobé et leur
cytoplasme contient différentes populations de granules (environ 200 a 300) : granules
azurophiles, granules spécifiques, granules riches en gélatinase et vésicules sécrétoires
[Damiano ef al. 1988]. En condition physiologique, les PMNs constituent environ 70% des
leucocytes circulants et demeurent peu de temps dans le sang périphérique [Moulding et al.
2001]. Environ 50 % des PMNs circulants forment une fraction marginale, faiblement liée a

I’endothélium vasculaire par expression de L-sélectine.
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2.3.3.  Migration du PMN circulant sur le site inflammatoire

L’analyse de différents modéles murins de PR suggere que les PMNs sont les premicres
cellules infiltrant I’articulation [Chen ef al. 2006a; Wipke ef al. 2001]. Ils peuvent rester un a
deux jours au niveau tissulaire avant de mourir par apoptose et d’étre phagocytés par les
macrophages. La migration transendothéliale des PMNs se fait selon plusieurs étapes
successives pour parvenir sur le site inflammatoire. Dans un premier temps, le PMN circulant
va étre retenu contre la paroi vasculaire : ¢’est I’étape du roulement. L’adhérence labile entre
les deux types cellulaires procede de I’expression de molécules d’adhésion de faible affinité
de la famille des sélectines. La deuxieme étape fait intervenir des molécules d’adhésion de la
famille des intégrines qui vont asseoir I’adhérence du PMN sur I’endothélium (Figure 8). La
cellule endothéliale participe activement en exposant des molécules d’adhérence E- et P-
sélectines [Smith 1993] permettant au PMN de ralentir et de rouler sur la paroi vasculaire,
puis en produisant de I’IL-8, du TNFa ou du GM-CSF. Ces médiateurs permettent le clivage
des L-sélectines leucocytaires par des métalloprotéases, notamment ADAM-17 (“A
Disintegrin And Metalloproteinase-17%, [Li et al. 2006b]). Le PMN exprime alors VLA-4
(“Very Late Antigen-4“; intégrine o4B1), LFA-1 (“Lymphocyte Function-Associated
antigen-1°; intégrine oLB2) et MAC-1 (“Macrophage Antigen-1°; intégrine aMf2). La
cellule ralentit puis adhére a I’endothélium, grace I’expression endothéliale de nouvelles
molécules [Diez-Fraile et al. 2002] ICAM-1 et -2 (“Intercellular Adhesion Molecule®),
VCAM-1 (“Vascular Cell-Adhesion Molecule-1) et MADCAM-1 (“Mucosal vascular Cell-
Adhesion Molecule-1).

Figure 8. Migration du PMN sur le site inflammatoire.
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ICAM= "Intercellular ~ Adhesion ~ Molecule”,  LFAI="lymphocyte  Function-associated  Antigen-1",
MADCAM= “Mucosal vascular Cell-Adhesion Molecule*, MMP="Matrix Metalloproteinase”, VLA-4= “Very
Late Antigen-4°, VCAM="Vascular Cell-Adhesion Molecule-1*. D apres [Wright et al. 2010].
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Il s’ensuit 1’étape de la diapédése au cours de la laquelle le PMN se glisse entre les cellules
endothéliales puis traverse la membrane basale. Plusieurs protéases sont successivement
secrétées. L’élastase participe au désassemblage des complexes cadhérines/caténines et
dégage ainsi les jonctions inter-cellulaires alors que la gélatinase MMP-9 des PMNs dégrade
la membrane basale. Ultérieurement la migration vers le site inflammatoire est médiée par un
gradient de chimiokines. L’exposition & une concentration d’environ 10°M de fMLP (N-
formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine) ou a 1’anaphylatoxine, fraction C5a du complément,
induit la polarisation des chimiorécepteurs et la formation de pseudopodes riches en actine
[Servant et al. 2000]. La chimiokine IL-8 [Gao ef al. 1995] ainsi que certains médiateurs
lipidiques tels que le PAF (“Platelet activating factor®) et I’eicosanoide LT-B4 (leucotriéne
B4) contribuent également a la migration du PMN. La fixation de ces chimiokines a leurs
récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques
[Haribabu et al. 2000] oriente la migration du PMN. A des concentrations plus élevées, de
I’ordre de 107M pour le fMLP, ces facteurs chimioattractifs activent le PMN, et en particulier
la NADPH oxydase phagocytaire, lui permettant d’accomplir les taches qui lui sont dédiées
sur le site inflammatoire. Certains auteurs ont démontré 1’implication des molécules de danger
S100A9/A9 produites quasi-exclusivement par la lignée myéloide, dans la migration et
I’activation des PMNs dans des modéles murins d’arthrite [Ryckman ez al. 2003a] et dans la

goutte [Ryckman ez al. 2004].

Figure 9. Mécanismes d’activation du PMN et production d’effecteurs dans la PR
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fMLP=N-formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine, GM-CSF= "Granulocyte Macrophage — Colony Stimulating
Factor", IL=Interleukine, MMP="Matrix Metalloproteinase”, RANKL="Receptor Activator of NF-
kB Ligand", TNF a="Tumor Necrosis Factor ", ROS="Reactive oxygen species".
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2.3.4. Le PMN, phagocyte au role majeur dans la physiopathologie de la PR

Les PMNs constituent plus de 80% des leucocytes infiltrant le liquide synovial [Krey et al.
1979] lors d’une poussée de PR. Lors d’une stimulation, les neutrophiles gagnent le site
inflammatoire en environ 30 min [Linderkamp et al. 1998]. Leur implication majeure dans la
physiopathologie de la PR est supposée depuis longtemps [Mowat 1976] et suggérée
expérimentalement par ’absence d’arthrite dans un modele murin de PR dépourvu de PMN
[Wipke et al. 2001]. De plus, ce type cellulaire est retrouvé dans cette zone gachette
constituée par la jonction pannus-cartilage, arguant pour une implication précoce dans le
développement de la maladie [Mohr et al. 1981; Wittkowski et al. 2007]. En effet, le PMN
intervient au premier plan dans plusieurs manifestations caractéristiques de la PR : la

destruction cartilagineuse, les érosions osseuses et la synovite chronique (Figure 9).

L’¢lastase secrétée dans le liquide articulaire par les PMNs est responsable, in vitro, d’ une
dégradation du collagene III, IX, X et XI mais ne concerne pas le collagéne de type II [Gadher
et al. 1988]. De plus, le PMN semble diminuer la production de composants de la matrice par
les cellules résidantes. Nuver-Zwart ef al. montrent que le nombre de PMNs dans le liquide
synovial de PR correle avec I’inhibition de la syntheése du protéoglycane [Nuver-Zwart et al.
1988]. In vivo, les protéases des neutrophiles participent a la destruction cartilagineuse dans

des modeles murins d’arthrite [Joosten et al. 2009; Wipke et al. 2001].

Le neutrophile rhumatoide est également capable d’augmenter la résorption osseuse en
activant directement les ostéoclastes [52]. Les PMNs infiltrants expriment la protéine
RANKL (“Receptor Activator of NFxB Ligand*) [Poubelle et al. 2007] capable d’induire des
¢rosions articulaires par stimulation de 1’ostéoclaste [Chakravarti et al. 2009]. Le PMN
contribue également a la pérennisation de I’inflammation en produisant des médiateurs pro-

inflammatoires.

Bien que la production cytokinique du PMN soit quantitativement moins importante que celle
du macrophage, I’importance de I’infiltration des neutrophiles dans le pannus et le liquide
synovial contribue a I’empreinte cytokinique inflammatoire associée a la PR. Le PMN est
capable de produire directement des cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1(
[Lindemann et al. 1988], le TNFa [Djeu ef al. 1990], l'interféron y [Shirafuji et al. 1990] et
des chimiokines tels que I’IL-8 [Cassatella er al. 1992] et MIP-la (“Macrophage
Inflammatory Protein-1a*, [Kasama et al. 1994]). Certains facteurs de croissance sont

également produits : le TGF-p [Fava et al. 1991], le GM-CSF [Kita ef al. 1991]et le G-CSF

27



Introduction bibliographique

[Lindemann ef al. 1989]. Enfin certaines protéases du neutrophile, la PR-3 (“proteinase-3*) et
la caspase-1, sont responsables du clivage du pro- IL-1B en IL-1p bio-actif [Joosten et al.

2009].

3. Role des ROS dans I’étiopathogénie de la PR

La faible demi-vie des ROS (de I’odre de la milliseconde) et leur haute réactivité rendent
difficile la démonstration directe de leur implication dans la physiopathologie de la PR.
Cependant de nombreux arguments suggerent un rdle central des ROS dans D’initiation et

I’évolution de cette pathologie [Marklund 1982].

3.1. Les ROS : formes réactives de I’oxygéne

3.1.1. La formation des ROS

Les formes réactives de l'oxygeéne (“Reactive Oxygen Species®, ROS) sont des especes
chimiques dérivées de I’oxygene que 1’on peut séparer en deux groupes :

- Les radicaux oxygénés possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche
externe. Parmi eux, figurent I’anion superoxyde O,", le radical hydroxyle OH’, monoxyde
d’azote NO’ et le radical peroxyde (ROO’ ou R est une chaine carbonée).

- Les dérivés non radicalaires tels que le peroxyde d'hydrogene H,O;, le peroxynitrite ONOO’,

I’acide hypochlorique (HOCI), I’0zone Os et I’oxygéne singulet 'O,.

Plusieurs sources génératrices d’anions O,” ont été rapportées. Elles restent modestes par
rapport a la NADPH oxydase qui est le syst¢éme majeur de production d’anions O,". Environ
2% de l’oxygene subit une réduction monoélectronique au niveau de ’ubiquinone sans
bénéficier de la réduction tétravalante de la chaine respiratoire de la membrane interne de la

mitochondrie.

L’oxygéne est réduit électron par électron en passant successivement par ’anion O,", le

peroxyde d’hydrogene et le radical hydroxyle et produit une molécule d’eau :
+e +e (+2H") +e’ +e (+H)

02 — 02._ — H202 — OH. — Hzo
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D’autres sources potentielles d’anions O,” ont été identifiées : le cytochrome P450, la
lipooxygénase, la xanthine oxydoréductase, la gamma glutamyl transférase ainsi que la NO

synthase découplée.

La NADPH oxydase phagocytaire catalyse la réduction monoélectronique de 1’oxygene ou le

NADPH est le donneur d’électron selon la réaction suivante :

NADPH oxydase
NADPH + 20, — NADP" + H" + 20,7

Figure 10. La famille des NADPH oxydases

. p221"‘"§_

i &

D’apres[Bedard et al. 2007b].

Il existe 7 homologues (Figure 10) dans la famille des NADPH oxydase : NOX 1 a 5 et
DUOX (“Dual oxidase®) 1 et 2. NOX1, NOX2, NOX3 et NOX4 forment un dimere avec
p22°"* (phox pour “phagocytic oxidase®). De la méme maniére, les DUOXI et 2
fonctionnent avec des partenaires assurant leur bonne maturation et leur adressage
membranaire : les "DUOX activators" (DUOX A, la DUOX1 avec DUOX Al et la DUOX?2
avec DUOX A2). NOXI1 a été la premicre isoenzyme de NOX2 caractérisée [Suh et al. 1999].

L’activit¢é de NOXI, principalement présente dans 1’épithélium du colon, les cellules
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musculaires lisses vasculaires, les cellules endothéliales, 1’utérus, la prostate et les
ostéoclastes, est modulable par les facteurs NOXO1 et NOXAI homologues respectifs de
p47°"* et p67PM°%. Lactivité de NOX3 pourrait également étre stimulée par NOXO1 [Banfi et
al, 2004]. L’expression de cette isoenzyme est restreinte a 1’oreille interne. Contrairement aux
autres membres de la famille des NADPH oxydases, NOX4 présente une activité constitutive
méme en ’absence de stimulus et ne semble pas activable [Martyn et al. 2006]. Toutefois, la
“Polymerase Delta Interacting Protein-2 (poldip2) semble interagir avec NOX4 dans les

cellules musculaires lisses. NOX5, dont I’activité ne requiert pas p22P"™

, contient quatre
domaines EF-hand de fixation du calcium sur sa partie N-terminale cytosolique [Banfi ef al.
2001; Kawahara et al. 2005]. Les anions O, , issus de la réduction monoélectronique de
I’oxygene, sont des molécules instables. Ils semblent capables de traverser la membrane
plasmique [Mao ef al. 1992], mais exercent une toxicité directe limitée par leur dismutation

en peroxyde d’hydrogéne :
2 02._ + 2H+ — 02 + H7_07_

Le peroxyde d’hydrogene est relativement stable. La toxicité de cette molécule provient de sa
propension a générer le radical hydroxyle, hautement réactif, en présence de cations
métalliques par la réaction de Fenton ou par réaction avec 1’anion superoxyde dans la réaction

d’Haber-Weiss [Wardman et al. 1996].

Réaction de Fenton :

H,0, +  Fe* — OH + Fe'+  OH
Réaction d’Haber-Weiss :
H202 + 02.- — OH. + 02 + OH"

La myélopéroxydase, contenue dans les granules azurophiles, permet la formation de I’ion
hypochlorite (C1O"), oxydant trés puissant au pouvoir bactéricide, a partir de peroxyde

d’hydrogene et d’anion chlorure :
Myélopéroxydase
HzOz + Cl - ClO + 02 + HzO

L’acide hypochloreux (HOCI) peut réagir avec des amines et former des chloramines dont la

la toxicité particulierement grande résulte de sa durée de vie prolongée :
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HOClI + RNH2 — RNHCI + H>O (ouR est un groupe

carbonng¢)

Enfin, I’association de H,O, et OCI produit un oxygéne singulet 'O,

H,0, +  ClO —  ClO + HO0+ 'O,

3.1.2. La détoxification des ROS

Au dela d’un seuil, I’exposition aux ROS occasionne des lésions tissulaires. L’organisme
possede des systemes de régulation qui vont permettre 1’élimination d’une part du peroxyde
d’hydrogene par la catalase (EC 1.11.1.6) ou la glutathion peroxydase (EC 1.11.1.9) et d’autre
part de I’anion O," par la superoxyde dismutase (SOD ; EC : 1.15.1.1) :

catalase
2H202 — HQO + 07_
Glutathion peroxydase
H,0, 2 H,0

Glutathions réduits Glutathion oxydé
(2 GSH) (GS-SG)

Les SOD catalysent la réaction de dismutation de I’anion O, en peroxyde d’hydrogéne :

Superoxyde dismutase

2 02.- + 2H+ — 02 + H202

I1 existe plusieurs isoenzymes de la SOD qui nécessitent différents cofacteurs. Le cytosol des
cellules eucaryotes contient la SOD1, isoenzyme a cuivre-zinc [Afonso et al. 2006] alors que
la SOD a manganése est présente dans les mitochondries. La SOD3, extra-cellulaire,

fonctionne également en présence de cuivre et de zinc [Stralin et al. 2000].
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3.2. Les ROS sont engagées dans la physiopathologie de 1a PR

Les études épidémiologiques indiquent que la consommation de molécules anti-oxydantes
réduit le risque de développer une PR. Dans une étude prospective d’une cohorte de pres de
30000 femmes agées de 55 a 69 ans, la consommation de vitamine C (acide ascorbique) ou de
vitamine E (a-tocophérol) diminuait de 30% 1’incidence d’une PR [Cerhan et al. 2003]. Ces
résultats sont confortés par une étude finlandaise incluant 1419 patients adultes chez qui la
probabilit¢ de survenue d’une PR ¢était inversement proportionnelle a la concentration
plasmatique des anti-oxydants dosés dans 1’essai (a-tocophérol, B-caroténe et sélénium). De
plus l’activité glutathion réductase, responsable de la synthese du cofacteur de la glutathion
peroxydase, le glutathion réduit, est augmentée chez les patients atteints de PR [Mulherin et
al. 1996].

Par ailleurs il existe dans la PR une modification de 1’équilibre entre les moyens de
détoxification des ROS et les systémes producteurs de ROS, en faveur de ces derniers. Le
TNFa, dont la concentration est considérablement augmentée au sein du pannus rhumatoide,
est un puissant agent pré-activant la NADPH oxydase NOX2 des phagocytes [Dang et al.
2006]. Bien que I’IL-6 n’exerce pas cet effet pré-activateur de la NADPH oxydase du PMN
[Elbim et al. 2006], cette cytokine induit une augmentation de la production de ROS par le
synoviocyte fibroblastique [Sung ef al. 2000]. De méme le TNFa et I'IL-1f [Chenevier-
Gobeaux et al. 2006] majorent I’activit¢ NADPH oxydase des synoviocytes rhumatoides. De
maniere contemporaine a cette stimulation des systémes producteurs de ROS, les médiateurs
pro-inflammatoires inhibent les systémes enzymatiques impliqués dans 1’élimination des
ROS. L’activité enzymatique de la SOD3, qui constitue le principal moyen de prise en charge
des anions O," " dans le liquide articulaire, est diminuée de moitié chez les patients souffrant
de PR [Marklund 1982].

La présence de ROS dans le pannus rhumatoide a pu étre révélée par une augmentation des
Iésions qu’ils engendrent sur la matrice extra-cellulaire, les lipides, les protéines. L’examen
du liquide articulaire et du tissu synovial de PR montre une dépolymérisation de 1’acide
hyaluronique [Grootveld et al. 1991] et de la chondroitine sulfate [Rees et al. 2004] par
I’anion superoxyde et I’hypochlorite. L’augmentation des résidus carbonyles traduit I’attaque
radicalaire des protéines du liquide synovial de PR [Dalle-Donne ef al. 2003] alors que
I’élévation de la 8-oxo-7-déoxyguanosine dans les noyaux des lymphocytes et des PMNs
circulants de PR est un stigmate des dégats produits sur I’ADN. Il existe également des traces

d’une peroxydation lipidique, accrue dans cette pathologie [Dai ef al. 2000]. L’oxydation des
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LDL (“Low Density Lipoprotein®“) entraine une accumulation de ces lipides pro-
inflammatoires sous 1’intima vasculaire ou ils sont ensuite phagocytés par les macrophages.
Par ce mécanisme, les ROS participent a [’accélération de 1’athérosclérose qui constitue la

premicre cause de mortalité dans la PR [Avina-Zubieta ef al. 2008].

3.3. Le role pro-inflammatoire des ROS dans les lésions de la PR

La production de ROS par les PMNs et les macrophages circulant [Ostrakhovitch ef al. 2001]
ou infiltrant [Cedergren et al. 2007; Eggleton et al. 1995] I’articulation de PR, le liquide
articulaire ou la membrane synoviale de patient souffrant de PR, est nettement augmentée. La
production massive au sein de 1’articulation de cytokines TNFa et IL-8 est a I’origine d’une
phosphorylation de p47°™*, participant a un état de pré-stimulation de la NADPH oxydase
[El Benna et al. 2002], couramment dénommé “priming*, qui autorise une production de ROS
plus rapide et plus intense en réponse a un deuxieme stimulus. Plusieurs résultats
expérimentaux indiquent que I’augmentation de la production de ROS au sein du pannus
rhumatoide est un élément majeur dans I’étiopathogénése de la réaction auto-immune et de la
protéolyse matricielle [Kaur ez al. 1996] a I’origine de la destruction articulaire de la PR
[Allen et al. 1989; Blake ef al. 1989; Merry ef al. 1991].

Les ROS engendrent la dépolymérisation de I’acide hyaluronique de haut poids moléculaire
(environ 10° kDa), en molécules de bas poids moléculaire (environ 0,2 x 10° kDa) aux
propriétés pro-inflammatoires susceptibles de stimuler les récepteurs de I’immunité innée
TLR-2 [Scheibner et al. 2006] et ainsi de promouvoir une réponse inflammatoire. Ces
fragments, produits par la dépolymérisation de I’acide hyaluronique par les ROS, sont ainsi
assimilables a de véritables signaux de danger a I’instar des polysaccharides bactériens et des
nucléotides viraux [Matzinger 2002b]. De plus, la dépolymérisation de 1’acide hyaluronique
altere les propriétés rhéologiques du liquide articulaire. La diminution de viscosité du liquide
articulaire de PR est responsable d’une modification de la répartition biomécanique des
charges sur le cartilage articulaire, accélérant sa dégradation. Dans I’arthrose, 1’injection intra-
articulaire d’acide hyaluronique de haut poids moléculaire diminue la production d’IL-8 et de
NO Synthase endothéliale en 1’absence de stimulation cellulaire. Lors d’une stimulation par
I’IL-1pB, I’acide hyaluronique bloque la transcription de I’aggrécanase et du TNFa.

En plus de la diminution de viscosité¢ du liquide articulaire, les ROS modifient la fonction
chondrocytaire et contribuent a la dégradation cartilagineuse par un mécanisme direct de
chondrolyse et un mécanisme indirect d’induction des protéases dégradant la matrice extra-

cellulaire (Figure 11). La diminution de viabilité du chondrocyte, alors incapable de pallier la
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dégradation physiologique de la matrice extra-cellulaire, est un phénomene important dans le
développement des Iésions cartilagineuses [Hashimoto ef al. 1998]. La production d’anions
0," et radicaux hydroxyles est responsable de 1’apoptose des chondrocytes dans la PR,
vraisemblablement en favorisant la formation du peroxynitrite ONOO™ [Del Carlo et al.
2002]. De plus, la production de ROS conduit a une diminution de synthese de la matrice
extra-cellulaire par les cellules résidantes de I’articulation. Le peroxyde d’hydrogene H,O;
inhibe la syntheése de protéoglycane par le chondrocyte [Vincent ef al. 1989] en freinant la
glycolyse au niveau de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase [Baker er al. 1989].
Dans I’étude du modele murin de souris invalidées pour le géne codant pour I’ "Insuline
Growth Factor" (IGF)-1, le NO' diminue la sensibilit¢ du chondrocyte a ce facteur de
croissance. En outre, les ROS sont impliqués dans D’expression et [’activation de la
collagénase pro-MMP-1 par la lignée chondrocytaire C20-A4 stimulée par I’IL1-p [Grange ef
al. 2006].

Certains auteurs ont d’ailleurs proposé de cibler la production de ROS pour diminuer
I’inflammation et réduire I’importance de 1’arthrite. Kroger et al. ont analysé 1’'impact du
traitement par la N-acétyl-L-cystéine dans le modele murin d’arthrite au collagene [Kroger et
al. 1997]. Un traitement systémique par 50 mg/kg de cette molécule permettrait une
diminution de DI’inflammation articulaire de manic¢re dose-dépendante, corrélant avec une
baisse de production de ROS des monocytes et des PMNs murins. Un traitement par 1’o-
tocophérol, dans le modéle murin transgénique KRN/NOD [De Bandt ef al. 2002] a permis de
diminuer les destructions articulaires, alors que dans le modele MRL/lpr, cet anti-oxydant fait
chuter le taux sérique de cytokines pro-inflammatoires [Venkatraman er al. 1999]. Ces
résultats prometteurs dans les modeles murins de rhumatismes inflammatoires ont du mal a
étre reproduits chez I’homme [Edmonds ef al. 1997]. Le seul type d’alimentation ayant fait la
preuve de son efficacité dans la PR est le régime crétois [Hagfors ef al. 2003; Skoldstam et al.
2003], riche en anti-oxydants. Cependant, I’amélioration clinique ne semble pas corrélée avec

I’augmentation du statut sérique en anti-oxydants.

Figure 11. Implication des ROS dans les Iésions de la Polyarthrite Rhumatoide
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3.4. Roles physiologiques et anti-inflammatoires de certains ROS

Le dogme des propriétés uniquement pro-inflammatoires des ROS est remis en question par
I’analyse du phénotype des patients souffrant de granulomatose septique. Ces malades, chez
qui la production de ROS par la NADPH oxydase des phagocytes est effondrée, montrent des
signes d’hyper-inflammation et méme d’auto-immunit¢.

Des arthralgies sont constatées chez 37% [Cale et al. 2007] des meres porteuses de 1’allele
mutée du gene CYBB (chromosome Xp21) codant pour NOX2. De plus, la probabilité de
développer des symptomes auto-immuns évocateurs de PR [Lee er al. 1994] et de lupus
érythémateux disséminé [Winkelstein ef al. 2000] est augmentée chez les patients atteints de
granulomatose septique chronique (CGD pour “Chronic Granulomatous Disease®, cf.
paragraphe 4.2.).

L’étude du modele murin de CGD suggere également un effet protecteur des ROS sur le
développement des phénomenes auto-immuns et en précise les mécanismes cellulaires. Les
souris déficientes en protéines NOX2 et p47ph°X présentent une réaction inflammatoire
paradoxalement accrue apres une injection de 50ug de lipopolysaccharide (LPS), par rapport
aux souris C57BL/6J sauvages servant de contrdle. Chez les souris Ncfl, portant une mutation
du géne de p47°"*, la susceptibilité de développer une arthrite induite par le collagéne est
augmentée parallelement a I’effondrement de la production de ROS. Dans ce modele murin, il
est suggéré que la production physiologique de ROS module I’activité des lymphocytes T
apres contact avec la cellule présentatrice de 1’antigéne et induit 1’apoptose de lymphocytes T
auto-réactifs [Van der Veen et al. 2000]. Les mécanismes responsables sont probablement
multiples et complexes. Une hypothese est que la production physiologique de ROS module
la "synapse immunologique" entre le lymphocyte T et la cellule présentatrice de I’antigeéne.
Des 1ésions oxydatives du CD4 [Peterson et al. 1998] et des molécules impliquées dans la
transduction du signal du TCR (“T Cell Receptor®) comme la protéine LAT (“Linker for
Activation of T cells* [Gringhuis et al. 2002]) ou ZAP-70 modulent la polarisation de la
réponse du lymphocyte CD4+. De plus, les anions O, ~produits par NOX2 dans le phagosome
des cellules dendritiques semblent essentiels pour 1’alcalinisation du pH et un apprétement
antigénique optimal pour le lymphocyte CD8+ [Savina et al. 2006].

Bien que les produits de dégradations par les ROS de la matrice extra-cellulaire concourent a
I’initiation et I’amplification de la réponse inflammatoire, ils peuvent également engendrer
des modifications post-traductionnelles de molécules pro-inflammatoires, dont certains
signaux de danger, prévenant ’expansion de I’inflammation. Les travaux de 1’équipe de

Carolyn Geczy supportent cette idée que 1’oxydation des protéines SI00A8/A9 par les ROS
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leur confére des propriétés anti-inflammatoires. Contrairement aux protéines cytosoliques,
maintenues dans un milieu fortement réducteur, la protéine S100A8 secrétée dans le milieu
extra-cellulaire devenu oxydant par 1’action des ROS est exposée a des nitrosylations.
S100A8 nitrosylée est assimilable a une cytokine des PMNs et des monocytes. S100AS8
nitrosylée retarde I’afflux des leucocytes de la microcirculation sur le site inflammatoire [Lim
et al. 2008]. Cette commutation des propriétés chimiotactiques de SI00A8 en fonction de son
statut redox pourrait s'intégrer dans un mécanisme de résolution de I’inflammation. En effet, il
est maintenant établi que les protéines cytosoliques S100A8/A9 sont des régulateurs positifs
de l’activité oxydase [Berthier ef al. 2003] et que leur production est dépendante des ROS
[Grimbaldeston ef al. 2003]. Les ROS, produits par les phagocytes stimulés, modifient
I’équilibre redox du site inflammatoire favorisant 1’émergence de molécules anti-

inflammatoires telles que la ST00AS nitrosylée.

4. La NADPH oxydase des phagocytes : un systéme enzymatique multimérique

La NADPH oxydase (EC 1.6.99.6) est un complexe enzymatique multiprotéique formé d’un

Ophox 7ph0x 7phox

¢lément membranaire, le cytochrome bssg et de protéines cytosoliques p4 , p4 , p6
s’assemblant selon une steechiométrie 1 : 1 : 1 dans le cytosol de phagocytes activés [Lapouge
et al. 2002]. Une protéine G monomérique appartient au complexe : Racl pour les monocytes
ou Rac2 pour les PMNs. Une autre protéine G, RaplA, colocalise avec le cytochrome bssg
[Quinn et al. 1992] et semble, in vitro, en augmenter I’activité¢ [Bokoch et al. 1991].

Cependant son role n’a pas encore été clairement élucidé.

4.1. La NADPH oxydase des phagocytes : un systéme de transport des électrons

En 1884, Mac Munn décrivait pour la premiere fois les propriétés spectrales de pigments, les
cytochromes, et proposait une classification en fonction de leur signature spectrale dans
I’ultra-violet a I’état réduit. Le cytochrome bssg, cceur catalytique de la NADPH oxydase des
phagocytes, doit son nom a son spectre d’absorption comprenant une bande o a 558 nm. Il est
formé par I’hétérocomplexe NOX2 (anciennement appelé gp91P") et p22P", assemblés
selon une steechiométrie 1:1 [Wallach et al. 1996], et par un groupe prosthétique ferro-
protoporphyrine IX contenant un atome de fer. Dans les neutrophiles au repos, 20% du
cytochrome bssg sont dans la membrane plasmique, les 80% restants étant retrouvés dans la
membrane des granules spécifiques, des granules riches en gélatinase et dans la membrane
des vésicules secrétoires. Apres stimulation, on détecte le cytochrome bssg principalement

dans la membrane plasmique [Borregaard et al. 1983].
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4.2. La granumolatose septique chronique : modéle d’étude de la NADPH oxydase des
phagocytes
La granulomatose septique chronique (CGD, “Chronic Granulomatous Disease®) est une

immunodéficience primaire d'origine génétique, affectant 1/250000 personnes. Elle est
caractérisée par un déficit de microbicidie des phagocytes lié a un défaut d’activité de la
NADPH oxydase. Elle occasionne des infections itératives fungiques et bactériennes graves.
La forme la plus fréquente concerne la CGD a transmission liée a 1’X. Dans ce cas, le
cytochrome bssg est le plus souvent indétectable [Segal 1987]. On parle de CGD X°. Mais le
cytochrome bssg peut étre présent en quantité réduite lors d’'une CGDX [Stasia ef al. 2003] ou
en proportion normale mais avec toutefois un déficit fonctionnel dans le cas de la CGDX"
[Cross et al. 1995].

Les formes autosomales récessives touchant le géne codant pour p47°™* représentent prés de
20% des CGD alors que celles affectant ’expression de p22P" et p67°"** comptent chacune
pour moins de 5% de la population atteinte [Cross ef al. 2000]. Un seul cas de CGD liée a une

mutation du géne codant pour p40P" [Matute ef al. 2009] a été rapporté.

4.3. NOXZ2, cceur catalytique du cytochrome bssg

4.3.1. Les différents sites de NOX2 impliqués dans le transport d’électron

NOX2 est une protéine de 570 acides aminés codée par le géne CYBB (chromosome Xp21.1)
qui contient 13 exons [Royer-Pokora ef al. 1986]. Le transcrit de 5kb est traduit en une
protéine de 65 kDa (gp65) au niveau du réticulum endoplasmique [Porter ez al. 1996]. Cette
protéine sera massivement glycosylée sur 3 asparagines (Asn'’', Asn'®, Asn*) dans
I’appareil de Golgi [Yu et al. 1999]. La masse apparente de 91kDa, déterminée apres
migration électrophorétique, a donné son nom a la protéine mature. L’analyse de la structure
primaire permet de prédire 6 passages transmembranaires et une queue cytosolique supportant
les différents sites nécessaires au transfert d’électron depuis son substrat le NADPH jusqu’a
I’oxygene (Figure 12). L’homologie de séquence avec les ferrédoxines NADP réductases
indique 2 sites putatifs de liaison du FAD sur la queue cytosolique de NOX2 : ***HPFTLSA**
et ***IRIVGD™ [Taylor et al. 1993]. 1l existe 4 sites potentiels de fixation du NADPH sur la
partie C-terminale de NOX2. D’abord, on constate un motif riche en glycine
MLVGAGIGVTPE*® qui autorise des liaisons hydrogenes avec le pyrophosphate du
NADPH, alors que le double motif Cys™’-Gly**® pourrait fixer le nicotinamide [Rosengren et
al. 2010; Sumimoto ef al. 1992]. Enfin deux autres motifs, MIyWLCR* et ° 04GLKQ5 07, sont

susceptibles d’interagir par des liaisons faibles contractées avec le ribose ou 1’adénine du

37



Introduction bibliographique

NADPH (Figure 12).

L’incubation de pseudo-neutrophiles PLB985 en présence d’inhibiteur de la syntheése de
I’heme, le succinyl acétone, montre que I’incorporation de deux hemes, au sein du noyau
protoporphyrine, est indispensable a la stabilisation de NOX2 et a la formation de
I’hétérodimére NOX2/p22P"* [Yu et al. 1997]. Quatre résidus histidines, situés sur le

1

N .1 - 11 . . . ) . 222
troisi¢me (His'"' et His'") et le cinquiéme passage transmembranaire (His*” et His**?) de

NOX 2, coordonnent 1’atome de fer contenu dans chacun des 2 hémes.

Figure 12. NOX2, cceur catalytique du cytochrome bssg

N0 N240

NOX2 est une protéine transmembranaire comprenant une partie C-terminale et N-terminale cytosoliques
séparée par 6 hélices a. Les domaines de liaison au NADPH et au FAD sont figurés ainsi que les 4 Histidines
des 3° et 5° passages transmembranaires permettant la coordination des noyaux hémes contenant un atome de
fer. Trois Asparagines sont glycosylées. D apres [Stasia et al. 2009] et [El-Benna et al. 2010].

4.3.2. Le processus de transport d’électron

Plusieurs étapes sont nécessaires au transfert des deux électrons du NADPH vers 1’oxygene
pour former les anions O, ". La premiére phase consiste en un transfert de deux électrons du
NADPH vers le FAD. Un premier électron est délivré par le FADH, vers I’héme de plus bas
potentiel redox qui le tranfére ensuite au deuxiéme heéme. L’héme externe permet la
production d’une premiére molécule d’anion O, par réduction monoélectronique de
dioxygéne (Figure 13). Puis un autre électron du FAD" est transféré a une autre molécule
d’oxygene via le premier puis le deuxieme heme [Cross et al. 2004; Vignais 2002]. Des

338 .

expériences de mutagénese dirigée attestent que 1’His™™" joue un role capital dans la liaison du

FAD au cytochrome bssg [ Yoshida ef al. 1998].
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L’activité diaphorase, correspondant au transfert d’¢électron depuis le NADPH vers le FAD,
est stimulable par la liaison de p67°™* [Han et al. 2001] et de Rac [Nisimoto ef al. 2004] sur
NOX2.

Figure 13. Le processus de transport électronique du cytochrome bssg

FAD Cytochrome bssq Cytochrome bssq 0,
-256mV
1e- -225mV le- -265mV le- -160mV
Cytochrome bysq Cytochrome bysq 0,
NADPH
-320mV 2e- FAD®
NADP+ Cytochrome by Cytochrome by 0,""
le- § 225mv Te-l 265mv Teg _160mV
-304mV
Cytochrome b Cytochrome b
FAD y 558 y 558 X
HEME INTERNE HEME EXTERNE

Les potentiels redox sont indiqués en rose. D apres [Vignais 2002] et [Cross et al. 2004].

4.4. p22°" partenaire de NOX2
L’analyse du génotype de patients atteints de CGD autosomale récessive a permis de
caractériser le géne CYBA, formé de 6 exons, codant pour p22°"*. 11 est situé sur le bras long

du chromosome (16¢24). La protéine p22P"*, contient 195 acides aminés (Figure 14).

Figure 14. Les domaines fonctionnels de p22P"*

SH3 pditox

PRR="Prolin Rich Region", SH3="Src homology domain 3". D apreés [El-Benna et al. 2010].

P22P1% et essentielle 4 la maturation et a la stabilité de NOX2 [DeLeo et al. 2000] ainsi qu’a

phox

I’activation de I’oxydase. La protéine p22"™" contient 2 passages transmembranaires et une

région cytosolique riche en proline du c6té C-terminal au niveau de laquelle se fixe la région

SH3 (“Src homology domain 3%) de p47™.
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4.5. p67°™, activateur du cytochrome bssg

La séquence primaire de p671°hox est composée de 526 acides aminés. Le gene NCF2 de 16
exons, codant pour cette protéine, est localisé sur le bras court du chromosome 1 (1q25)
[Francke et al. 1990]. Plusieurs de ces domaines semblent indispensables a I’activation de
I’oxydase. Du coté N-terminal, 4 motifs TPR (“Tetratricopeptide Repeat™) conférent a la
protéine une structure compacte [Koga ef al. 1999] et permettent ’interaction avec Rac selon
une steechiométrie 1:1 [Ahmed ef al. 1998; Lapouge et al. 2000]. Le domaine activateur
indispensable a I’initiation du transfert d’électron [Han et al. 1998] est inclus entre les résidus
199 et 210. Le motif riche en proline (PRR, “Proline Rich Region®), porte le résidu Thr*>
phosphorylable, et permet la liaison du domaine SH3 de p47™™*. Deux motifs SH3, au niveau
des résidus 242-299 et 457-516 [Durand et al. 2010], sont impliqués dans la translocation de
p67°™* via I’interaction avec le domaine PRR de p47°" (Figure 15). Le domaine PB1 ("Phox
and Beml1") de p67™™ engage des liaisons électrostatiques avec p40P™™* [Ito er al. 2001;
Nakamura ef al. 1998]. Enfin, I’étude de la séquence primaire de p67°"* suggére I’existence
de plusieurs sites putatifs de fixation du NADPH [Dang ef al. 1999a; Dang et al. 2000; Smith
et al. 1989] par des expériences d’affinité avec du NADPH dialdéhyde radioactif [Smith et
al. 1996].

Figure 15. p67"™, activateur de la NADPH oxydase

199-219-
3 36 70 104 120 153 210 236 240 298 351 429 457 515

SH3, g 3.3 Bl SH3, (O

Rac NOX2 PB1 p40rhox  (PxxP) p47rhex
(NADPH)

Domaines  structuraux —de p67"" - PBI=“Phox and Beml“, PRR=“Proline Rich Region®,

TPR=“Tetratricopepide Repeat, SH3="“Src Homology domain 3% la Thr’* est figurée au niveau du site PRR.

D’apres [Groemping et al. 2005].
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4.6. p47""* adaptateur du complexe NADPH oxydase
Le gene NCF1 est situé sur le bras long du chromosome 7 au locus 7q11.23 [Lomax et al.
1989]. 11 code pour une protéine de 390 acides aminés orchestrant la translocation des facteurs

h . :
7P n’est pas nécessaire

cytosoliques [Heyworth ef al. 1991]. Cependant la présence de p4
pour P’activation de 1’oxydase dans un systéme acellulaire [Freeman ef al. 1996; Koshkin et
al. 1996]. 11 existe quatre domaines fonctionnels importants [Groemping et al. 2005]. Deux
domaines SH3 (résidus 156-215 et 226-285) sont impliqués dans les interactions avec p67°"
et p22P"° [Sumimoto ef al. 1994] (Figure 16). La région riche en proline PRR (acides aminés
360-369) et le domaine auto-inhibiteur (AIR, “Auto-Inhibitory Region® : acides aminés 292-
340) maintiennent, en I’absence de stimulation, la protéine p47ph°X en conformation repliée
par des interactions intra-moléculaires avec le tandem de domaines SH3 [Yuzawa et al. 2004].

Enfin le domaine PX, ("Phox homology") permet ’ancrage de p47°" a la membrane

plasmique par I’interaction avec les phosphoinositides membranaires [Kanai ez al. 2001].

Figure 16. p47°™*, adaptateur de I’assemblage de la NADPH oxydase

4 215 226 285 292 340 360-369

p47ph0x |-

Phospholipides PRR pzzphox p67phox
anioniques

Domaines structuraux de p47°"* : PX=“Phox homology*, AIR="Auto-Inhibitory Region*, PBI=“Phox and
Bem1*, PRR="Proline Rich Region*, SH3="“Src Homology domain 3. Les sérines phosphorylables de la région
C-terminale sont figurées. D apreés [Groemping et al. 2005].

4.7. p40P"**, partenaire d’activation de la NADPH oxydase phagocytaire

La protéine p40™™* est composée de 339 acides aminés. Le géne de 10 exons codant pour
cette protéine est localisé sur le bras long du chromosome 22 au locus 22ql3.1. Trois
domaines permettent une interaction avec les autres protéines de I’oxydase des phagocytes. Le
domaine PB1 (acides aminés 237-329) est susceptible de lier les régions SH3 de p67°"™
[Nakamura et al. 1998] mais pourrait engager des interactions intra-moléculaires avec le

domaine C-terminal PX (acides aminés 24-143) liant spécifiquement le phosphatidylinositol-

3-phosphate membranaire [Zhan et al. 1996]. Enfin un domaine SH3 (acides aminés 237-228)
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est susceptible de lier le domaine PRR de p221°h°X [Tamura ef al. 2007]. Au repos, le domaine
PX C-terminal et PB1 N-terminal de p40P"* engage une liaison intra-moléculaire, conférant a
la protéine une conformation repliée [Ueyama ez al. 2007] (Figure 17). Le role de p40P"™
dans 1’activation de I’oxydase a longtemps été source de débat. La découverte d’un cas de
granulomatose septique par mutation d’un acide aminé du domaine PX (p40ph°XR105Q/_)
[Matute ef al. 2009]) ainsi que la mise au point de modéles murins invalidés pour p40P™™
[Chessa ef al. 2010] ont permis de souligner le role activateur de cette molécule dans

I’assemblable du complexe oxydase.

Figure 17. p40°™*, partenaire d’activation de la NADPH oxydase phagocytaire
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Domaines structuraux de p40P"™ : PX=“Phox homology*, PBI=“Phox and Bem1“, PRR=“Proline Rich Region*,
SH3=“Src Homology domain 3“. Les sites de phosphorylation Thr'* et de la Ser’” sont figurés. D apres
[Groemping et al. 2005].

4.8. La protéine G monomérique Rac

Les protéines Rac sont des petites protéines G monomériques, a activité GTPase. Les trois
isoenzymes Racl, Rac2 et Rac3 appartiennent a la sous-famille Rho des protéines Ras. La
protéine Rac3 est exprimée, chez ’homme, dans le cceur, le placenta et le pancréas ainsi que
dans des lignées cellulaires de leucémie myéloide, de carcinome mammaire, [Haataja et al.
1997]. L’expression de Racl est ubiquitaire alors que celle de Rac2 est restreinte a la lignée
myéloide. Ces 2 isoformes, de 192 acides aminés, présentent 92% d’homologie [Didsbury et
al. 1989]. Dans le neutrophile humain, c’est Rac2 dont le locus est situé sur le chromosome
22 (22q13.1) qui est la forme prédominante permettant d’activer la NADPH oxydase [Knaus
et al. 1991]. Du coté N-terminal, il existe deux domaines d’amorcage dont la conformation
dépend de la liaison au GDP ou au GTP. L’association avec la protéine cytosolique RhoGDI
(“Rho GDP dissociation inhibitor*) permet le maintien de Rac2 sous une forme inactive liée

au GDP. Apres la dissociation de RhoGDI [Geiszt et al. 2001], Rac2 peut lier et hydrolyser le
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GTP. Le changement de conformation qui s’ensuit permet a Rac de lier p67phOX [Nisimoto et
al, 1997]. Le domaine impliqué dans I’interaction avec NOX2 est compris entre les résidus
124 et 135. La translocation de Rac a la membrane plasmique est réalisée de manicre
indépendante de p47°" et p67°"™ [Kwong ef al. 1993]. Le domaine C-terminal polybasique

et une queue géranylgéranyl permettent d’ancrer Rac a la membrane plasmique (Figure 18).

Figure 18. Rac, la petite proteine G monomérique
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5. Mécanismes d’activation de la NADPH oxydase des phagocytes

La production transitoire et considérable de ROS par le PMN nécessite une étroite régulation.
De nombreux mécanismes controlent 1’initiation, la maintenance et la terminaison de
I’explosion oxydative.

L’ensemble des facteurs du complexe NADPH oxydase doit étre assemblé pour que le
cytochrome bssg adopte une conformation active nécessaire a une production de ROS
optimale. La phosphorylation des facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase, et en

particulier de p47°"

, permet de développer des interactions protéines-protéines ou protéines
lipides impliquées dans I’assemblage et I’activation du complexe.

Lorsqu’il existe un défaut d’assemblage du complexe NADPH oxydase, I’activation n’est pas
correcte. La substitution de I’Ile’** proche du domaine SH3 de p47°™ par une alanine ne
modifie pas la migration a la membrane des facteurs cytosoliques. Cependant cette mutation
engendre une diminution de 1’activit¢ NADPH oxydase en affectant I’interaction entre les
différentes protéines du complexe NADPH oxydase [Taura et al. 2009].

L’activité NADPH oxydase différe en fonction de la compartimentation subcellulaire et de la
répartition en microdomaines. En outre, Dactivité catalytique est modulée par des
phosphorylations de NOX2, par la disponibilité en substrat, par le cytosquelette, par I’acide
arachidonique, par le flux de calcium et par des régulateurs allostériques coopératifs.

Une attention toute particuliere s’est récemment portée sur les mécanismes de terminaison de
I’explosion oxydative du neutrophile. Ainsi, la phosphorylation du résidu Ser’” de p47°"
cause la dissociation de I’hétérocomplexe p47™"/p67°™* et contribue a I’arrét de 1activité
oxydase [Mizuki et al. 2005]. Toutefois, nous n’examinerons pas les événements relatifs a
I’interruption de I’activité enzymatique pour nous focaliser sur les mécanismes moléculaires

de ’activation.

5.1. Pré-activation de la NADPH oxydase

Lorsqu’on incube des phagocytes avec de faibles concentrations de cytokines, telles que le
TNFa, la chimiokine IL-8, le facteur de croissance GM-CSF [Elbim ez al. 1994] et G-CSF
[Khwaja ef al. 1992] ainsi que le LPS [Ward ef al. 2000], la NADPH oxydase NOX2 est pré-

activée (Tableau 1). La production de réponse a une deuxieme stimulation est potentialisée.
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Tableau 1. Tableau synoptique des études de la pré-activation de NOX2

Etudes Stimulus preé- Durée Stimulus Lignée Mesure de Résultats
activateur activateur  cellulaire production de ROS
Khwajaer TNFa 5-500U/ml 45min fMLP 1pM PMNs Cytométrie en flux - Pré-activation avec TNFa et GM-
al. 1992 GM-CSF 0,05- C5a humains DCFH-DA CSF
Ing/ml 10ng/ml -Pré-activation modeste avec G-CSF
GCSF10ng/ml
Elbim et al. TNFo 100U/1 30min fMLP