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I. La polyarthrite rhumatoïde. 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires 

chroniques touchant entre 0,3 et 1% de la population (1). Cette maladie auto-immune peut 

survenir à tout âge mais concerne majoritairement les personnes âgées de 35 à 55 ans et 

touche trois fois plus les femmes que les hommes.  

L’inflammation chronique de la membrane synoviale articulaire et la destruction progressive 

de l’os et du cartilage des patients PR diminuent la fonctionnalité de l’articulation et donc 

créent un handicap chez la personne atteinte. De plus, de nombreuses co-morbidités liées à 

cette inflammation chronique systémique, notamment cardio-vasculaires, mettent en jeu le 

pronostic vital et diminuent d’environ 10 ans l’espérance de vie(2). Cette maladie constitue 

donc un véritable problème de santé publique (arrêt prématuré de l’activité professionnelle, 

coût de traitement de l’ordre de 15 000€/an/patient). 

L’étiologie précise de la PR n’est pas connue mais des facteurs environnementaux et 

génétiques semblent être impliqués. Néanmoins, les mécanismes de son entretien sont bien 

mieux décrits (gonflement de la membrane synoviale, infiltration de cellules inflammatoires, 

angiogénèse au sein de l’articulation). Cette pathologie serait liée à un dérèglement des 

réponses immunitaires adaptatives, notamment par la présence de lymphocytes T et B (LB et 

LT) auto-réactifs. Ces derniers sont à l’origine de la production d’auto-anticorps, comme par 

exemple les facteurs rhumatoïdes (FR) dirigés contre la partie constante d’immunoglobuline 

d’isotype G (IgG) ou encore des auto-anticorps dirigés contre des protéines citrullinées 

(ACPA pour anti-citrullinated protein antibody) retrouvés chez 60% des patients (3,4). Bien 

que les acteurs de l’immunité adaptative jouent un rôle clair dans cette pathologie, nous 

pouvons nous interroger sur l’implication de l’immunité innée dans les phases d’initiation, 

d’amplification ou de maintien de la PR. 

 

A. Historique 

 

Contrairement à d’autres maladies rhumatismales décrites depuis l’antiquité, la première 

description précise de la PR n’a été faite qu’en 1800 par Auguste Jacob Landré-Beauvais dans 

sa thèse intitulée « Doit-on admettre une nouvelle espèce de GOUTTE sous la dénomination 

de GOUTTE asthénique primitive ? »(5). Dans ce document, Landré-Beauvais décrit des 

symptômes différents de ceux attribués à la « goutte » (ancienne dénomination de toute 

atteinte articulaire), qu’il associe à une nouvelle maladie : la goutte asthénique primitive. Il 
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souligne la prédominance féminine de cette maladie, le caractère chronique, l’atteinte de 

plusieurs articulations ainsi que l’altération de l’état de santé général du sujet. Néanmoins, la 

thèse de Landré-Beauvais est restée relativement méconnue pendant la première moitié du 

XIXe siècle. En 1853, Jean-Martin Charcot publie sa thèse de doctorat portant sur « la goutte 

asthénique »(6) dans laquelle il réalisa une étude statistique sur une quarantaine de cas 

cliniques. Ces travaux sont des précurseurs des études modernes de la PR car ils examinent 

notamment l’âge d’apparition de la maladie, le nombre d’articulations touchées, la fréquence 

des douleurs nocturnes ainsi que le caractère chronique de la maladie. Par ailleurs, l’auteur de 

ces travaux mit en évidence l’existence d’un phénomène d’hérédité chez 11 de ses patients. 

Le terme « rheumatoid arthritis » ou polyarthrite rhumatoïde a été introduit par Sir Alfred 

Baring Garrod en 1859 suggérant ainsi la reconnaissance d’une maladie distincte de la goutte 

et du rhumatisme(7). 

 

B. Aspects cliniques et évolution  

 

La PR est une maladie rhumatismale auto-immune et progressive, qui évolue par poussées 

inflammatoires de durée et d’intensité variables et qui gagne progressivement de nouvelles 

articulations. Elle provoque des gonflements et des douleurs, notamment au niveau des mains, 

des poignets et des genoux. Ces gonflements sont dus à une inflammation de la membrane 

synoviale provoquée par le recrutement de cellules circulantes diverses (neutrophiles, 

monocytes, lymphocytes) ainsi que la prolifération des synoviocytes entrainant 

l’épaississement de la membrane synoviale pour former le pannus synovial. Les cellules 

infiltrées sécrètent des cytokines qui vont maintenir l’inflammation. Lorsque cette 

inflammation persiste, ce pannus aboutit à une dégradation du cartilage et à une érosion 

osseuse plus ou moins sévères, responsables de l'atteinte fonctionnelle. La génération 

d’ostéoclastes ou l’action des fibroblast-like synoviocytes pourraient par ailleurs participer à  

l’érosion osseuse(8) (Figure 1). 

 

La PR est une maladie systémique où les nodules rhumatoïdes sont la manifestation extra-

articulaire la plus fréquente de la maladie (20% des patients). Ils sont retrouvés au niveau des 

zones de pression du tissu sous-cutané entourant l’os, mais peuvent aussi être observés au 

niveau des tendons, du myocarde ou des poumons. D’autres atteintes extra-articulaires ont été 

décrites, notamment des atteintes musculaires, oculaires, cardiaques, pulmonaires ou 
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vasculaires.  En effet, la PR est associée à une augmentation de problèmes cardiovasculaires 

et notamment à la survenue d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires cérébraux(9). 

Le diagnostic de la PR doit être effectué le plus précocement possible et notamment avant la 

présence de lésions irréversibles. En 1987, l’American College of Rheumatology (ACR) a mis 

en place des critères basés sur l’analyse de paramètres cliniques, radiologiques et biologiques 

permettant de classer un rhumatisme comme étant une PR avec une spécificité de 90%. 

Depuis 2010, de nouveaux critères de diagnostic ont été définis par l’ACR et l’EULAR 

(European League Against Rheumatism) afin d’identifier une PR à un stade plus précoce. Ces 

nouveaux critères sont plus sensibles mais néanmoins moins spécifiques que ceux de 

1987(10). Il est conseillé d’utiliser les deux types de critères pour avoir un diagnostic plus 

fiable(11). Le diagnostic précoce de la PR est difficile et repose avant tout sur des données 

cliniques. Les symptômes observés peuvent en effet correspondre à d’autres maladies comme 

la goutte, l’arthrose, le rhumatisme articulaire aigu, le LES (lupus érythémateux systémique), 

la sclérodermie ou la spondylarthrite, dont le traitement et le pronostic sont différents.  

L’examen biologique peut quant à lui mettre en évidence un syndrome inflammatoire 

systémique non spécifique, traduit par une vitesse de sédimentation (VS) augmentée et un 

taux élevé de protéine C réactive (CRP). Il peut également mettre en évidence la présence de 

FR et d’ACPA. Ces derniers sont des marqueurs de diagnostic, mais également des marqueurs 

de pronostic de l’évolution de la maladie. Les FR sont retrouvés chez 70% à 75% des PR, 

mais également dans d’autres affections et chez certains sujets sains (≥ 15% chez les 

personnes de plus de 70 ans). Les ACPA sont également retrouvés de manière très spécifique 

(spécificité de 95%) au cours de la PR. Il est à noter que certaines protéines présentes dans 

l’articulation, comme le fibrinogène, la vimentine, le collagène de type II (CII) ou l’α-énolase 

ainsi que d’autres protéines plus ubiquitaires (histones) peuvent être citrullinés dans la 

PR(12,13) et sont des auto-antigènes de cette maladie. Les ACPA peuvent être détectés très 

précocement, avant même l’apparition des symptômes de la PR et constituent donc un facteur 

prédictif de la maladie(14). De plus, la présence d’ACPA dans le sang périphérique des 

patients ayant une arthrite non différenciée prédit une évolution certaine vers une PR sévère, 

érosive et destructrice. Par ailleurs, le lien direct entre ACPA et destruction osseuse a été 

suggéré. Les anticorps (Ac) anti-vimentine citrullinée peuvent se lier à la surface des 

ostéoclastes ce qui induit leur prolifération ainsi qu’une résorption osseuse(15). La présence 

d’ACPA associée à une VS élevée, une forte concentration de CRP, la présence d’érosion 

osseuse précoce, ainsi qu’un titre élevé de FR sont également des facteurs utilisés pour 
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conclure à une maladie sévère. L’association de l’ensemble de ces paramètres prédirait une 

maladie agressive et érosive, alors que pris individuellement, leur valeur prédictive est faible. 
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Figure 1 : Vue schématique (a,b) et radiographie des métacarpes (c,d) d’une articulation 

normale (a,c) et d’une articulation de patient atteint de PR (b,d)d’après(16) 
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C. Etiologie 

 

La PR est une maladie multifactorielle dont l’origine reste à définir. On sait néanmoins que le 

terrain génétique, des facteurs hormonaux et environnementaux comme des agents infectieux 

contribuent à la survenance de cette maladie auto-immune. 

 

1. Facteurs génétiques 

 

La PR n’est pas à proprement dite une maladie héréditaire. Cependant des facteurs de 

prédispositions génétiques sont aujourd’hui clairement identifiés. Des études familiales sur la 

survenue de la PR suggèrent que cette maladie est le résultat d’une combinaison de facteurs 

génétiques et environnementaux. En effet une étude épidémiologique effectuée en Suède a 

montré que le rapport de chance (odds ratio) de développer une PR était d’environ 3 chez les 

sujets apparentés au premier degré avec un patient PR et de 2 chez les sujets apparentés au 

second degré(17). De plus, le taux de concordance de la PR chez les jumeaux monozygotes 

est de 9,5 à 15% (comparé à 3,4% chez les jumeaux dizygotes)(18,19). Au final, la 

contribution génétique par rapport à la contribution environnementale (héritabilité) de la PR 

est estimée à 60%(20). Ces données confirment l’implication de facteurs génétiques dans la 

PR même si les taux d’association génétique restent faibles comparés à d’autres maladies 

auto-immunes. 

 

Les premières preuves suggérant l’implication de certains allèles d’histocompatibilité (HLA) 

de classe II dans la PR ont été raportées en 1969(21) marquant le début des études génétiques 

sur le polymorphisme de la région HLA dans la PR. Il a été montré que la fréquence 

sérotypique de HLA-DR4 chez les patients PR était supérieure à celle retrouvée chez les 

sujets sains(22). Dans une moindre mesure, d’autres sérotypes, comme HLA-DR1 sont aussi 

associés avec le risque de développer une PR(23). L’analyse par séquençage du 

polymorphisme de la chaine β1 de HLA-DR4 et DR1 a mis en évidence l’existence de 

différents allèles de susceptibilité de la PR. Leur particularité est de coder pour une séquence 

homologue d’acides aminés appelée « épitope partagé ». A ce propos, il a été montré dans 

plusieurs études qu’il existait une forte association entre l’épitope partagé et la présence de 

FR et d’ACPA dans la PR(24,25), et qu’une liaison entre des résidus de peptides citrullinés et 

HLA-DRB1*04:01/04 (codée par l’allèle partagé de la PR) était possible(26). Cela suggère 
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que les molécules codées par les épitopes de l’allèle partagé pourraient être impliquées dans la 

présentation de peptides citrullinés aux LT(20). 

Les gènes codant le HLA sont les plus fortement liés à la PR, cependant leur contribution 

dans le risque de développer la maladie est évaluée à environ 30%. Grâce à de nouvelles 

méthodes de travail comme les études d'association pangénomique (ou GWAS pour genome-

wide association study) ou l’étude des polymorphismes nucléotidiques (ou SNP pour  single-

nucleotide polymorphisms), 101 loci de susceptibilité à la PR ont pu être identifiés(27). Reste 

à savoir lesquels sont biologiquement relevants. Parmi eux on retrouve PTPN22 (protein 

tyrosine phosphatase non-receptor type 22), PADI4 (peptidylarginine deiminase 4), TRAF-

C5 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 1, complement component 5), STAT4 

(signal transducer and activator of transcription 4) et FCGR (Fcγ receptors) qui sont les loci 

les plus associés à la PR. Il est à noter que PADI4 code pour l’enzyme du même nom 

responsable de la conversion de l’arginine en citrulline. Il a été montré in vitro que les 

transcrits de l’haplotype de PADI4 associé au risque de développer une PR étaient plus 

stables que ceux des autres haplotypes(28), ce qui pourrait favoriser la présence de peptides 

citrullinés dans la PR et donc probablement favoriser la production d’ACPA. 

Comme mentionné précédemment, les femmes sont trois fois plus touchées que les hommes 

par la PR. Il semblerait que cette différence ne soit pas due à une modification du nombre de 

chromosome X. En effet, très peu d’anomalies liées à l’X ont été recensées, que ce soit des 

syndromes de Klinefelter (homme possédant 2 chromosomes X plus un chromosome Y) ou 

des syndromes de Turner (femme avec un seul chromosome X) associés à une PR(29,30). Il 

faut donc chercher ailleurs pour expliquer le biais lié au sexe dans la PR. 

 

2. Facteurs hormonaux et sexuels 

 

La survenue de la PR n’étant probablement pas liée au chromosome X, les recherches se sont 

tournées vers une association entre la PR et les hormones sexuelles pour expliquer la 

prédominance féminine.  

Concernant les hormones sexuelles masculines, il a été montré que chez les patient(e)s PR, le 

taux de testostérone était plus faible que chez des donneurs sains(31). Par ailleurs, les 

androgènes pourraient avoir une activité anti-inflammatoire, notamment au niveau des tissus 

synoviaux de patients PR(32). Une étude effectuée sur 7 hommes atteints de PR a montré 

qu’un traitement oral par testostérone induisait une diminution des FR et du nombre 
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d’articulations touchées(33). Néanmoins, ce groupe de patients était assez restreint et il n’y 

avait pas de groupe contrôle. Une étude en double aveugle avec un groupe placébo a montré 

qu’une administration de testostérone une fois toutes les 2 semaines à des femmes PR post-

ménopausées améliorait la maladie chez environ ¼ des patientes (contre 4% pour le groupe 

placébo)(34). Ces études laissent supposer que la testostérone pourrait jouer un rôle protecteur 

dans cette pathologie. 

 

A l’inverse, le taux d’hormones sexuelles féminines ne varie pas de manière significative 

entre les patientes PR et les patientes non-PR. Selon plusieurs études, l’effet d’un traitement 

hormonal post-ménopause sur la survenue, la sévérité ou la progression d’une PR serait 

modeste(35,36). L’impact de la pilule contraceptive sur la survenue de la PR reste 

controversé. En effet, elle est tantôt déclarée comme protectrice(37) ou tantôt considérée 

comme n’ayant aucun impact sur la susceptibilité à la PR(38). Par ailleurs, les études sur une 

utilisation des hormones féminines comme thérapie de la PR ne donnent pas de réponse claire. 

En effet, les protocoles d’études sont différents (utilisation d’œstrogène, de progestérone ou 

une combinaison des 2 ; mode d’administration différent ; durée de l’étude différente) et ainsi 

ne permettent pas de donner une conclusion générale sur l’utilisation des hormones féminines 

comme traitement(39). Néanmoins, le lien entre les hormones sexuelles féminines et la PR est 

conforté par des études reliant la grossesse et l’évolution de la maladie. En effet, une 

amélioration ou une rémission de la maladie est observée chez la majorité des patientes 

souffrant de PR dès la fin du troisième trimestre de grossesse(40). Ce phénomène est expliqué 

par le fait que l’augmentation de la concentration en œstrogène et en progestérone au cours de 

la grossesse induit un décalage de la réponse immunitaire de type lymphocyte T helper 1 

(Th1) vers le type Th2(41) ainsi qu’une augmentation de la fréquence des lymphocyte T 

régulateurs (Treg)(42).  

Ainsi, le rôle des hormones féminines dans la PR n’est pas encore clairement définit mais les 

hormones masculines semblent avoir un effet protecteur. Il reste maintenant à définir si la 

perturbation hormonale chez les patients PR, notamment pour la testostérone, est une cause ou 

une conséquence de la maladie. 
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3. Facteurs environnementaux 

 

Comme mentionné précédemment, l’héritabilité de la PR est estimée à environ 60%. Cela 

suggère que le risque de développer une PR serait en partie dû à un ou plusieurs facteurs 

environnementaux.  

 

a) Le tabac 

Parmi l’ensemble des facteurs environnementaux, le tabac est celui dont l’association au 

risque de développer une PR est le plus fort. Fumer augmente la susceptibilité à la PR et 

affecte de manière défavorable l’évolution de la maladie. Dans cette maladie, la production de 

FR et d’ACPA est associée au tabac(43). Chez les individus possédant l’épitope partagé 

d’HLA-DRB1, le risque de développer la maladie conférée par le tabac est accru. Ce risque 

est augmenté de 20 fois lorsque le fumeur porte deux copies de l’allèle de susceptibilité à la 

PR(44). Cette étude de 2006 montre que ce risque était valable uniquement pour les patients 

PR ayant des ACPA. Par ailleurs, le tabac induirait une suractivation des enzymes PADI au 

niveau des poumons, entrainant une forte citrullination des protéines de cet organe. 

L’hypothèse actuelle serait que ces protéines citrullinées induiraient une réponse immune 

préférentiellement chez les individus HLA-DRB1 et ceci plusieurs années avant l’apparition 

des premiers signes cliniques de la PR.  

Le tabac a aussi des effets délétères dans la prise en charge de PR, notamment par l’effet sur 

les traitements. Par exemple les patients fumeurs ont des besoins augmentés de DMARDs 

(disease-modifying antirheumatic drugs, traitement classique) ou répondent moins bien aux 

antagonistes du TNFα (Tumor necrosis factor α) (biothérapie développée plus 

récemment)(45).   

 

b)  Agents infectieux 

De nombreuses recherches se sont développées afin d’identifier les agents infectieux  

susceptibles de causer une PR. Par exemple, depuis quelques années un intérêt certain s’est 

développé autour du lien entre PR et la survenue de parodontites. Cette inflammation du 

parodonte (tissu de soutien de l'organe dentaire composé de la gencive, le cément, le ligament 

alvéolo-dentaire et l'os alvéolaire) partage avec la PR des mécanismes pathogénétiques 

communs ainsi que des facteurs de risques similaires, comme le tabac(46). Le lien entre PR et 

parodontite pourrait être due à la citrullination, même si cela reste controversé. En effet, les 
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parodontites sont causées par Porphyromonas gingivalis, la seule bactérie connue à ce jour 

capable d’exprimer l’enzyme PADI. Cette protéine produite par P. gingivalis peut citrulliner 

le fibrinogène humain, protéine retrouvée modifiée dans la PR(47). Ainsi, P. gingivalis 

pourrait participer à la rupture de la tolérance dans la PR. En outre, une étude a été réalisée 

sur des membres de familles de patients PR non affectés par cette pathologie afin de mieux 

comprendre le lien entre ACPA et P. gingivalis. Dans 20% des cas, les individus non PR de 

cette cohorte étaient ACPA positifs ou FR positifs. L’étude a montré que les taux sériques 

d’anticorps IgG spécifiques du LPS (lipopolisaccharide) de P. gingivalis étaient supérieurs 

chez les sujets non PR ACPA positifs comparé aux sujets ACPA négatifs(48). Ces résultats 

sur une cohorte non PR sont intéressants car ils suggèrent une association entre les réponses 

humorales contre P. gingivalis et les ACPA, et ceci indépendamment de la PR. Des résultats 

similaires ont été observés chez les personnes malades. De plus, une corrélation entre 

anticorps dirigés contre P. gingivalis et ACPA chez des patients PR et chez des individus 

souffrant de parodontie a été retrouvée(49). De l’ADN de P. gingivalis a été retrouvé dans le 

sérum et le liquide synovial de patients PR(50,51). Je souligne cet élément car une des 

hypothèses à l’origine de ma thèse est que la reconnaissance de l’ADN du soi ou du non soi, 

notamment par le TLR9 (Toll-like receptor 9) pourrait maintenir, moduler ou participer à 

l’émergence de la PR. L’utilisation de modèles animaux d’arthrite a aussi montré le lien entre 

P. gingivalis et la PR, où une inflammation induite par la bactérie pourrait diminuer le seuil 

nécessaire pour initier une stimulation immunitaire induisant une arthrite inflammatoire(52) 

ou accentuer la sévérité des arthrites(53).  

Certaines autres bactéries ou composants bactériens pourraient induire, augmenter la sévérité, 

ou être concomitant à la PR, comme E. Coli, P. mirabilis (impliqué dans des infections 

urinaires) ou certains mycoplasmes(54,55). 

Concernant le lien entre virus et PR, certains éléments sont décrits. L’EBV est un virus à 

ADN double brin responsable de la mononucléose infectieuse. Il est aussi lié au 

développement de différents types de tumeurs malignes. L’implication de ce virus dans la PR 

a été suggérée par le fait que des anticorps circulant anti-EBV sont retrouvés en plus forte 

concentration comparés aux donneurs sains (56) et la fréquence des cellules B infectées par 

EBV est 10 fois supérieure chez les patients PR comparée à des donneurs sains(57). Le 

génome d’EBV est également fréquemment retrouvé dans des prélèvements de synovite 

rhumatoïde. Par ailleurs, il existe une homologie de séquence d’acides aminés entre une 

glycoprotéine d’EBV et certains sous-types de HLA-DR4. Le développement d’une réponse 

immune inadaptée à l’infection par EBV, plus particulièrement chez les sujets HLA-
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DRB1*0404 (allèle de prédisposition à la PR), pourrait promouvoir l’apparition d’une 

PR(58). Toutefois, même si les liens entre la PR et EBV sont nombreux, aucune causalité 

directe n’a pu être démontrée à ce jour. 

La distinction entre réponses inflammatoires systémiques dues à la PR ou celles dues aux 

infections est difficile. Depuis 40 ans, d’énormes efforts ont été faits pour trouver l’élément 

infectieux responsable de la PR, mais jusqu’à présent aucun pathogène unique n’a été  

identifié. C’est sans doute une combinaison d’un grand nombre de facteurs génétiques et 

environnementaux qui va être responsable de la survenue de cette pathologie. 

 

D. Immunopathologie de la PR 

 

Bien que l’origine de la PR reste à être déterminée, nous savons que dans cette maladie une 

dérégulation du système immunitaire a pour conséquence une inflammation de la membrane 

synoviale. On distingue deux formes de réponses immunitaires : le système immunitaire inné 

et adaptatif.  L’immunité innée, première ligne de défense contre les pathogènes est commune 

à tous les animaux. Elle est composée d’effecteurs cellulaires et humoraux qui permettent une 

réponse rapide (car n’implique pas d’étapes de prolifération/différenciation cellulaire) et sans 

nécessiter de rencontre préalable avec le pathogène. Elle peut initier les réponses immunes 

adaptatives qui vont permettre une réponse ciblée. L’immunité adaptative va générer et faire 

appel à la mémoire immunitaire et à la maturation d’affinité pour un antigène donné. Dans la 

PR, les événements impliquant les acteurs de l’immunité adaptative sont bien connus (rôle des 

lymphocytes, production d’ACPA et de FR…) mais relativement peu d’informations concerne 

le rôle de l’immunité innée.  

 

1. Les acteurs cellulaires 

 

De nombreux médiateurs cellulaires sont impliqués dans la physiopathologie de la PR faisant 

intervenir à la fois des cellules de la réponse immune adaptative, de la réponse innée ainsi que 

des médiateurs ostéo-articulaires. L’interaction entre les LB, LT et cellules dendritiques (DC) 

pourrait être à l’origine de la réponse auto-immune spécifique dirigée contre la citrulline. 

Cette réponse, probablement initiée dans les organes lymphoïdes secondaires ou dans la 

moelle osseuse, va initier ou entretenir un processus inflammatoire localisé dans les 

articulations. S’en suit le recrutement des leucocytes dans la membrane synoviale qui aboutit 
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à la formation d’un tissu inflammatoire: le pannus. Ce pannus, par contact cellulaire ou par 

sécrétion d’enzymes et de cytokines, entraine l’activation des chondrocytes ainsi que des 

ostéoclastes responsables de la dégradation du cartilage et de l’érosion osseuse. Les cellules 

immunitaires et les médiateurs chimiques produits vont entretenir l’inflammation et favoriser 

les troubles systémiques. Dans ce chapitre, nous décrirons rapidement les acteurs cellulaires 

principaux impliqués dans la PR, puis nous décrirons leur place dans la physiopathologie de 

cette maladie. La Figure 2 donne une bonne image de l’interaction entre toutes ces cellules, ce 

qui conduit à une inflammation et une destruction articulaire.  

 

Figure 2: Les médiateurs cellulaires impliqués dans l’inflammation et la destruction 

articulaire, d’après(59)  

PAR2 : protease-activated receptor 2 ; FcR : Fc receptor ; FGF : fibroblast growth factor ; 
Dkk-1 : dickkopf-1 ; HA : hyaluronan ; HSP : heat-shock protein ; NLR : nucleotide-binding 
oligomerization domain-like receptor ; PDGF : platelet-derived growth factor ; RANKL : 
receptor activator of nuclear factor κB ligand ; VEGF : vascular endothelial growth factor 
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a)  Les cellules de l’immunité adaptative  

α. Les lymphocytes B  

Les LB assurent l’immunité humorale c'est-à-dire celle à l’origine de la production 

d’anticorps. Après stimulation par un antigène spécifique, les LB sont les précurseurs des 

plasmocytes, cellules productrices d’anticorps et d’auto-anticorps. Dans la PR, les LB sont la 

source des ACPA et des FR. La fonction des LB ne se réduit pas seulement à cela. Ils sont 

capables d’influencer la polarisation de la réponse des LT grâce à leur aptitude à présenter des 

antigènes (Ag) internalisés. Les LT (surtout auxiliaires), en retour, vont être activés et 

produiront des cytokines. Dans la PR, ces cytokines impliquées sont surtout pro-

inflammatoires et aboutissent par exemple à une augmentation de l’activation des 

macrophages, ce qui amplifie le processus inflammatoire(60). Les LB peuvent en outre 

sécréter directement de nombreuses cytokines et chimiokines ou encore devenir des LB 

mémoire.  

Les LB auto-réactifs peuvent être activés par des complexes immuns (CI) contenant de 

l’ADN, reconnus par le TLR9(61). Dans cette étude de 2002, du nucléosome (complexe 

d’ADN et d’histones formant l’unité de base de la chromatine des organismes eucaryotes) et 

des anticorps anti-nucléosome ont été utilisés pour former des CI. L’interaction TLR9/CI et 

l’engagement du BCR (B cell receptor) vont entraîner la différenciation des LB en 

plasmocytes qui vont produire des FR. Cet exemple illustre le fait que les LB peuvent jouer 

un rôle dans le lien entre immunité innée et adaptative : leur expression de récepteurs de 

l’immunité innée (ex : TLR) peut induire une réponse adaptative humorale. D’autres ligands 

TLR (comme le LPS) peuvent induire une population de LB qui a des propriétés 

immunorégulatrices par leur sécrétion d’IL-10, une cytokine plutôt anti-inflammatoire(62). 

Cette population, appelée LB régulateurs a été retrouvée dans le sang de patients PR(63). Ces 

cellules semblent être fonctionnelles chez les patients PR et pourraient être retrouvées en plus 

grande quantité chez certains patients.   

Comme toutes les cellules présentatrices d’antigène (CPA), les LB vont migrer vers les 

organes lymphoïdes secondaires après contact avec l’Ag, et vont initier la maturation d’autres 

lymphocytes. Dans la PR, des structures similaires aux organes lymphoïdes secondaires, les 

structures lymphoïdes ectopiques, peuvent être retrouvées sur le site de l’inflammation(64) ou 

directement en contact avec la membrane synoviale inflammée. Des facteurs chimiques 

produits par les cellules présentes dans la synoviale vont modifier la survie, l’organisation et 

le trafic des LB. Cela pourrait contribuer au recrutement et au maintien des LB dans 

l’articulation arthritique.  
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Aujourd’hui, le rôle central de ces cellules dans la PR est souligné par l’efficacité 

thérapeutique du rituximab, un agent ciblant le CD20 et entrainant la déplétion des LB (cf 

chapitre «les thérapies ciblant les lymphocytes B »).  

 

β. Les lymphocytes T 

Les LT constituent une population très hétérogène du point de vue fonctionnel. De manière 

schématique, on distingue des cellules effectrices et des cellules régulatrices (même si nous 

allons voir que la frontière entre les deux est très mince). Parmi les cellules effectrices, on 

peut citer les LT CD8+ (ou cytotoxiques) et les LT CD4+ (nommés T auxiliaires ou Th). Une 

fois recrutés sur le site de l’inflammation et selon les stimuli, les Th naïfs vont se différencier 

en populations distinguables fonctionnellement par leur profil cytokinique (Figure 3). Cette 

différenciation est initiée par l’interaction Th/CPA lors de laquelle la CPA va présenter des 

peptides via son CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) au récepteur de la cellule T 

(TCR). Les principales sous-populations de LT impliquées dans physiopathologie de la PR 

sont les Th1 et les Th17.  Les Th2 et les Treg ont plutôt un rôle protecteur dans cette maladie.  
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Figure 3: Différentiation des cellules T CD4 selon l’environnement cytokinique, 

d’après(65)  
La différenciation en sous-types de Th se réalise à partir de LT CD4+ naïfs et est sous 
contrôle de l’environnement cytokinique. Les facteurs de transcription spécifiques, les 
marqueurs spécifiques et les cytokines produites par chaque sous-type de Th sont mentionnés. 

 

Les Th1 sont impliqués dans l’activation des macrophages, les réactions d’hypersensibilité 

retardée et dans l’élimination des Ag intracellulaires. Ils jouent un grand rôle dans 

l’inflammation grâce à leur production préférentielle de cytokines pro-inflammatoires comme 

l’interleukine (IL)-2, l’interféron (IFN)γ et le TNFα. Ils se différencient sous l’action de l’IL-

12 et de l’IFNγ.  

Les Th2 quand à eux jouent un rôle clé dans l’immunité humorale ainsi que dans la réponse 

aux pathogènes extracellulaires. Ils contrôlent la différenciation et la prolifération des LB. Ils 

sécrètent des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-10 et se 

différencient sous l’action de l’IL-4.  
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Les Th17 participent à la protection contre les bactéries et les champignons. Ces cellules sont 

productrices d’IL-17 et d’IL-6, deux cytokines pro-inflammatoires. Chez la souris, la 

différenciation en Th17 nécessite du TGF-β, de l’IL-21 et de l’IL-6. Chez l’Homme, L’IL-23 

pourrait être nécessaire en plus de l’IL-6 et du TGF-β.  

Les Treg sont  les gardiens de l’homéostasie immunitaire, ils maintiennent la tolérance vis-à-

vis des Ag du soi. La différenciation en Treg résulte de l’expression du facteur de 

transcription Foxp3. Ces cellules sont produites naturellement dans le thymus (Treg naturel) 

ou peuvent être différenciées en périphérie à partir des T naïfs (Treg induits : iTreg). Après 

une infection et une fois le pathogène éliminé, les Treg régulent négativement les réponses 

des autres T effecteurs, des DC et des macrophages, protégeant ainsi les tissus environnants 

d’une destruction créée par ces cellules. Cette aptitude d’induction de la tolérance peut être à 

double tranchant. Dans un contexte tumoral, les Treg favorisent la tolérance du système 

immun vis-à-vis de la tumeur(66). A l’inverse, par leur rôle clé dans les mécanismes de 

tolérance, les Treg ont des effets bénéfiques dans les maladies auto-immunes (67). Ils peuvent 

aussi induire la tolérance du fœtus par la mère lors d’une grossesse. Les mécanismes utilisés 

par les Treg pour moduler les réponses immunes sont très vastes. Ils peuvent :  

  -  agir par sécrétion de molécules immuno-modulatrices (comme l’IL-10), 

      - perturber les métabolismes cellulaires (en convertissant l’ATP en adénosine, 

molécule inhibant la prolifération cellulaire),   

 - interagir directement avec les DC via une interaction CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4)/CD80/CD86. Cela a notamment pour conséquence 

l’induction de l’expression d’IDO (indoléamine 2,3 dioxygénase) par les DC(68). IDO est une 

métallo-enzyme intra-cytoplasmique capable de dégrader le tryptophane (Trp) en divers 

métabolites appartenant à la famille des kynurénines. L’appauvrissement en Trp dans le 

milieu inhibe la prolifération et la différenciation des T effecteurs. De plus, les kynurénines 

peuvent favoriser l’apoptose des LT effecteurs(69). 

D’autres mécanismes impliquant CTLA-4 ont été mis en évidence. Il a été montré que cette 

molécule portée par les Treg peut capturer le CD80/CD86 porté par les DC, induisant ainsi la 

dégradation de ce dernier(70). Le CD80/CD86 est un ligand du CTLA-4 mais est aussi celui 

du CD28 porté par les T effecteurs. La liaison de CD80/CD86 à CD28 participe à l’activation 

des T effecteurs. Ainsi, via les DC, les Treg vont inhiber l’activation des T effecteurs par 

déplétion des ligands du CD28. 

De plus en plus d’études montrent que les LT CD4+ ne sont pas confinés dans un phénotype 

unique. En effet, on parle de plasticité des lymphocytes pour désigner le fait que la destinée 
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des LT CD4+ n’est pas « gravée dans le marbre » en fonction de leur environnement 

cytokinique. Par exemple, en présence de TGFβ et d’IL-6, les Th17 peuvent produire de l’IL-

10, cytokine anti-inflammatoire(71). D’autre part, sous l’influence de plusieurs autres 

cytokines et après stimulation du TCR, des Treg Foxp3+ peuvent exprimer le facteur de 

transcription spécifique des Th17 (RORγt) et produire de l’IL-17. Ces cellules ont les 

propriétés régulatrices des Treg mais peuvent aussi avoir une forte activité pro-inflammatoire 

par la sécrétion d’IL-17(72). 

 

b)  Les cellules de l’immunité innée 

Les cellules de l’immunité innée ont longtemps été considérées comme des phagocytes 

professionnels ayant pour seul rôle la défense de l’hôte contre les agents infectieux. Or il est 

clair aujourd’hui que leur rôle dépasse les limites de la phagocytose et de l’élimination du 

pathogène qui leur avait été assignées au départ. Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les 

DC sont des cellules essentielles de l’immunité innée qui vont jouer aussi un rôle dans les 

phases d’initiation et de maintien de l’inflammation. 

 

α. Les neutrophiles : anciennes cellules, nouveaux rôles 

Les granulocytes représentent 50 à 70% des leucocytes circulants chez l’homme. Parmi eux, 

on retrouve les PNN qui représentent à eux seuls près de 98% des granulocytes (les 2% 

restant étant les éosinophiles et basophiles), ce qui en fait la population de leucocytes la plus 

représentée dans le sang. Ces cellules phagocytaires jouent un rôle crucial de sentinelle et sont 

les premières cellules à être recrutées sur les sites inflammatoires. Les PNN sont difficiles à 

étudier in vitro et les lignées de cellules « neutrophile-like » (comme la lignée HL60) ne 

reflètent que rarement la réalité biologique. Ceci est dû aux caractéristiques inhérentes à ces 

cellules : sans stimulation, leur durée de vie est d’environ 6 à 8h et sont non mitotiques (elles 

arrivent dans le sang à un stade différencié)(73). Les PNN ont un véritable attirail d’outils de 

lutte contre les pathogènes. Ils reconnaissent des motifs moléculaires très conservés par les 

pathogènes (les PAMP pour Pathogen-associated molecular pattern) grâce à leur expression 

de récepteurs de l’immunité innée, les PRR (Pattern Recognition Receptors) incluant les 

TLR. D’ailleurs, ils expriment tous les TLR (sauf le TLR3)(74) et expriment/produisent une 

grande variété de cytokines et chimiokines (Tableau 1). Par exemple, nous avons montré 

récemment que les PNN humains produisent de l’IFNα(75), une cytokine connue pour être 

sécrétée principalement par les DC plasmacytoïdes (pDC).   
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Les PNN possèdent un organite spécifique qui permet le stockage des substances toxiques 

pour les micro-organismes (et aussi pour l’hôte) : les granules. Plusieurs types de granules 

existent (primaires, secondaires, tertiaires) distinguables par leur contenu et par leur capacité 

d’exocytose ou de fusion avec les vésicules de phagocytose. Ces organites contiennent, entre 

autre, des peptides antimicrobiens (défensines) et des enzymes comme la myéloperoxydase 

(MPO) (enzyme importante dans le choc oxydatif), des élastases, des collagénases, des 

protéases, des hyaluronidases et des métalloprotéases(76). Toutes ces molécules permettent 

d’éliminer les pathogènes. L’activation des neutrophiles aboutit à la libération des protéases 

contenues dans les granules ainsi qu’à la génération de formes réactives de l’oxygène (ROS 

pour reactive oxygen-species) qui peuvent être délétères pour les tissus environnant si elle est 

incontrôlée. Un outil essentiel des neutrophiles dans la lutte antimicrobienne est la 

phagocytose. Après interaction directe (via les récepteurs de l’immunité innée) ou indirecte 

(via les FcγR ou les récepteurs du complément) avec le micro-organisme, les PNN vont 

« ingérer » les particules inertes ou vivantes dans le phagosome qui va devenir mature après 

fusion avec les granules ou les lysosomes. Simultanément, la NADPH oxidase (Nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate-oxidase) va s’assembler sur la membrane du phagosome 

permettant la production de ROS et créant ainsi un environnement toxique pour les 

pathogènes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Liste non exhaustive des principaux médiateurs chimiques sécrétés par les 

neutrophiles d’après (77) *Données controversées 

 
 

  

Chimiokines CXCL1 à CXCL11 (sauf CXCL7), CCl2,3,4,17,18,19,20,22

Cytokines pro-inflammatoires IL-1α/β, IL-6, IL-17, IL-18, MIF

Cytokines anti-inflammatoires IL1-RA, IL-4*, IL-10*, TGFβ

Cytokines immuno-régulatrices IFNα, IFNγ*, IL-12, IL-23

Colony-stimulating factors (CSF) G-CSF, M-CSF*, GM-CSF

Membres de la superfamille du 

TNF
APRIL, BAFF, RANKL, TNF
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Mobilisation et activation des PNN :  

Dans les tissus touchés, une grande variété de signaux inflammatoires (dérivés de pathogènes 

comme le LPS ou produits par l’hôte comme des cytokines et chimiokines) vont stimuler les 

cellules endothéliales proches du site qui vont à leur tour exprimer des molécules d’adhérence 

(P et E-selectines). Les neutrophiles circulants, sensibles aux facteurs chimio-attractants 

(comme l’IL-8 (CXCL8)) par leur expression de récepteurs aux chimiokines (comme 

CXCR2) vont s’orienter vers les sites inflammatoires et être arrêtés grâce à leur expression de 

molécules d’adhérence (PSGL-1, L-selectine, CD44, CD11b). A ce propos, il a été montré 

que certains ligands des TLR (2 et 4) ou le C5a (molécule du complément activé) pourraient 

moduler le recrutement des neutrophiles dans les tissus inflammatoires en modifiant 

l’expression de récepteurs aux chimiokines(78,79). Un phénomène de « rolling » puis de 

diapédèse va suivre permettant aux PNN d’atteindre le site inflammatoire. A ce stade, les 

PNN vont suivre le gradient de chimiokines les menant jusqu’au pathogène. Durant cette 

étape, les neutrophiles vont achever leur activation: engagement des TLR, stimulation des 

réponses oxydatives et dégranulation(80). Au contact du pathogène, les PNN vont relarguer 

leur arsenal antimicrobien et jouer leur rôle de cellules phagocytaires. De nombreuses études 

ont montré que les neutrophiles avaient une durée de vie augmentée (jusqu’à 22 heures) 

lorsqu’ils sont stimulés par un pathogène. En effet, ces cellules destinées à mourir rapidement 

expriment constitutivement des facteurs pro-apoptotiques et n’expriment qu’à de faibles taux 

des facteurs anti-apoptotiques(81). Mais de nombreuses cytokines (IL-1β, IL-2, TNFα, IFN-γ, 

G-CSF, GM-CSF) et des ligands TLR (4 et 9) prolongent la vie de ces cellules de manière 

significative(81–83). Après l’élimination du pathogène, les PNN vont mourir par apoptose. 

Elles peuvent aussi aller vers un autre mécanisme de mort cellulaire : la Nétose. 

 

La Nétose : 

Les neutrophiles activés sont capables de former des filaments extracellulaires dépourvus de 

membranes composés d’ADN génomique ou mitochondrial (Figure 4) associé à des protéines 

comme les histones (pouvant être citrullinées), et/ou issues des granules (élastases, cathepsine 

G)(84). Ces structures fibreuses appelées NET (Neutrophil Extracellular Traps) créent un 

« piège » pour les bactéries conduisant à la destruction de celles-ci (85). La formation de NET 

est observée depuis 1996(86) mais c’est seulement en 2004 que le groupe de Zychlinsky l’a 

baptisée et l’a décrite(85). La Nétose, phénomène menant à la formation de NET, est une 

forme active de mort cellulaire qui se distingue morphologiquement de l’apoptose et de la 

nécrose. Elle est caractérisée par la décondensation de la chromatine et la désintégration de la 
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membrane nucléaire avant que l’intégrité de la membrane plasmique ne soit compromise(87). 

Ce phénomène, parfois qualifié de suicide cellulaire, est dépendant des formes actives de 

l’oxygène(88) et de la NADPH oxydase, et conduit à la lyse du PNN. Certaines équipes ont 

montré qu’il existe une forme de Nétose non suicidaire (qualifiée de « vitale ») où les 

neutrophiles conserveraient certaines de leurs capacités fonctionnelles comme la phagocytose, 

le chimiotactisme ou la dégranulation. Cette forme de Nétose serait induite par des stimuli 

différents de la « suicidaire » (PMA pour la « suicidaire »,  bactérie/levure pour la « vitale »), 

serait rapide et le type d’ADN relargué serait différent (ici ADN mitochondrial)(89,90). Mais 

cette théorie n’est pas approuvée par l’ensemble de la communauté scientifique. La formation 

de NET est bénéfique pour l’hôte dans le cas d’infection mais pourrait être délétère dans 

d’autres circonstances. En effet, l’exposition d’ADN du soi ou de protéines normalement 

exprimées dans les compartiments intracellulaires (histones citrullinées notamment) pourrait 

favoriser le développement de réponses auto-immunes. Par exemple, il a été montré que les 

NET pourraient être impliqués dans le lupus, maladie auto-immune où l’on retrouve des auto-

anticorps dirigés contre l’ADN, contre les histones ou contre des composants nucléaires des 

neutrophiles (ANCA pour antineutrophil cytoplasmic antibodies)(91,92). Une mauvaise 

élimination des NET dans cette pathologie est corrélée avec le développement de néphrites, 

l’une des plus sévères manifestations du lupus(93). 

 

a)           b)           

 

 

 

 

 

                                               

 

Figure 4: Neutrophil Extracellular Traps (NET) 

a) Image par microscopie électronique de bactéries (Salmonella) capturées par des NET(94). 
(Barre=1µm) 
b) Image par microscopie à fluorescence de NET. La Nétose a été induite par du PMA sur des 
neutrophiles humains purifiés et un marquage de l’ADN (SytoxGreen) a été effectué. Travail 
réalisé au sein de notre laboratoire (UMR1125 INSERM, Matthieu Ribon et Patrice Decker).  
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Les PNN ou le lien immunité innée/adaptative: 

L’activation par un pathogène augmente considérablement la durée de vie des PNN, 

permettant à ces cellules de rester sur le site inflammatoire plus longtemps. Les neutrophiles 

activés sur les sites inflammatoires ont des capacités de sécrétion de cytokines pro- et/ou anti-

inflammatoires qui peuvent activer des cellules de l’immunité adaptative(77). On peut noter 

que les neutrophiles peuvent sécréter du TNFα, de l’IL-12, de l’IL-6, de l’IL-17 (pro-

inflammatoires) ou de l’IL-10 (anti-inflammatoire) même si la sécrétion d’IL-10 reste à 

confirmer. De plus, par leur sécrétion de BAFF (B-cell-activating factor) et APRIL (a 

proliferation inducing ligand), les PNN peuvent stimuler spécifiquement la prolifération et la 

maturation des LB(95). Ils peuvent aussi favoriser la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK 

(Natural Killer)(96). Les PNN peuvent sécréter des chimiokines qui vont permettre le 

recrutement des Th1 et Th17(97). Plus étonnamment, une étude a montré que les PNN de 

souris pouvaient être des CPA : ils sont capables d’exprimer le CMH de classe II et peuvent 

présenter in vitro des Ag aux Th1 et Th17, rendant ces derniers spécifiques de cet Ag(98).  

Les PNN peuvent aussi induire des réponses immunitaires adaptatives via leur interaction 

avec les DC. Ils favorisent la maturation de ces cellules qui vont à leur tour induire la 

prolifération des LT effecteurs, les poussant dans certains cas vers une polarisation 

Th1(99,100). Ce mécanisme est dépendant de médiateurs chimiques mais peut aussi se 

dérouler grâce aux contacts cellulaires. Tout comme les DC, les PNN peuvent exprimer IDO, 

enzyme immunorégulatrice(101). Par ailleurs, une étude récente a montré que des 

neutrophiles murins dérivés de moelle osseuse pouvaient présenter un phénotype hybride 

entre le neutrophile et la DC après stimulation par GM-CSF (Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating factor). Ces cellules expriment les marqueurs phénotypiques des deux 

types cellulaires, peuvent faire des NET et ont la morphologie et la fonction présentatrice 

d’Ag(102).  

 

β. Les cellules dendritiques 

Bien que les DC ne représentent qu’un très faible pourcentage des leucocytes circulants 

(moins de 1% des cellules mononuclées du sang), elles sont pourtant considérées comme un 

des acteurs importants des réponses immunitaires. Ce sont par exemple les principales cellules 

impliquées dans le priming des LT. De plus, ces cellules créent un pont entre immunité innée 

et adaptative sans directement s’engager dans la destruction du pathogène. Tout comme les 

PNN, les DC expriment des PRR et reconnaissent donc les PAMP. Ce sont des CPA dites 
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« professionnelles » car elles expriment de manière constitutive tous les récepteurs 

membranaires permettant d’activer les LT naïfs. Elles ont aussi la double capacité de 

présenter l’Ag et de délivrer des signaux de costimulation. Une des fonctions majeures des 

DC est de transporter les Ag depuis les sites d’entrée du pathogène vers les sites d’initiation 

des réponses immunes adaptatives (organes lymphoïdes secondaires). Elles ont aussi un rôle 

de sentinelle du système immunitaire. Les DC se composent de deux sous populations 

principales: les DC conventionnelles (convDC) et les DC plasmacytoïdes (pDC). 

On regroupe sous la dénomination convDC les cellules dendritiques des tissus non 

lymphoïdes qui migrent vers les organes lymphoïdes ou qui vont résider dans ces derniers. 

Ces cellules sont issues de la lignée myéloïde et sont subdivisées en trois groupes: les DC 

myéloïdes (mDC), les cellules de Langerhans, et les DC interstitielles. Ces sous-populations 

ont été caractérisées en fonction de leur localisation, leur phénotype et leur état de maturation.  

Les pDC quant à elles constituent une population rare de DC nommées ainsi à cause de leur 

morphologie proche des plasmocytes et de leur forme arrondie. Contrairement aux mDC, elles 

sont générées à partir de précurseurs lymphoïdes et sont caractérisées par leur capacité à 

sécréter de l’IFN de type I (IFN-α et β) après stimulation des TLR. Elles peuvent en outre 

sécréter d’autres molécules pro-inflammatoires. Elles sont généralement décrites comme étant 

activatrices des réponses immunes mais peuvent avoir des fonctions tolérogènes, notamment 

par l’expression d’IDO.  

L’état de maturation des DC est important pour la fonction de ces cellules. En effet, les 

facultés de capture antigénique ou de présentation antigénique sont séparées dans le temps. 

Les DC immatures sont spécialisées dans la capture et l’apprêtement de l’Ag alors que les DC 

matures sont spécialisées dans la présentation de complexes CMH/peptide antigéniques aux 

LT. Ces caractéristiques fonctionnelles sont liées à l’expression de marqueurs cellulaires : les 

cellules immatures ont une très forte expression du CMH de type II en intracellulaire et une 

faible expression de molécules de costimulation et d’adhérence alors que les DC matures 

expriment fortement le CMH II membranaire ainsi que des molécules de costimulation et 

d’adhérence.  

Les DC matures possèdent des capacités immunogènes antivirales, anti-tumorales et 

antibactériennes, leur permettant d’activer les cellules immunitaires effectrices (Th1, Th2, 

Th17). Selon leur état de maturation, et en particulier pendant la phase semi-mature 

(CD80/86/83low), les DC ont des fonctions particulières. En effet, grâce à une faible capacité 

de costimulation et une production de cytokines inadéquate, ces DC vont induire une anergie 

ou une apoptose des LT effecteurs, ou encore induire des Treg bien que la phase de 
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présentation antigénique ait eu lieu. Ces cellules sont qualifiées de DC tolérogènes (tolDC) et 

vont participer à la régulation de l’immunité en périphérie (Figure 5). Cette capacité de 

promotion de tolérance n’est pas réservée qu’aux DC semi-matures. Par exemple, certaines 

sous-populations de DC matures peuvent exprimer IDO(103). De plus, selon la stimulation 

reçue durant la maturation, les DC matures peuvent être tolérogènes. Une stimulation par du 

TGF-β, par certaines substances immunosuppressives ou certains PAMP(104) induisent ce 

phénotype. Nous avons d’ailleurs montré que la stimulation de DC issues de moelle osseuse 

par un neuropeptide aux propriétés immunorégulatrices (l’adrénomédulline) induisait un 

phénotype semi-mature aux DC ainsi que des propriétés tolérogènes par l’expression 

d’IDO(105). Des essais cliniques de phase I utilisant des tolDC ont été menés récemment 

dans le diabète de type I(106) et dans la PR(104). Peu d’informations sont disponibles pour 

l’instant mais il semblerait que les tolDC injectées par voie intradermique sont bien tolérées 

dans l’essai sur le diabète.  

 

 

Figure 5: Tolérance immunologique induite par les cellules dendritiques et IDO 

Les DC peuvent favoriser la prolifération des Treg. IDO permet l’appauvrissement du milieu 
en tryptophane et la synthèse de kynurénines, ce qui inhibe la prolifération et la 
différenciation des Th. L’effet combiné de ces évènements induit une tolérance 
immunologique. 
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c)  Dérèglements des cellules immunitaires et ostéo-articulaires  dans la PR 

α. Dérèglement des cellules immunitaires 

Les cellules T représentent environ 30% de l’infiltrat cellulaire de la synoviale des patients 

PR. Ceci suggère une forte migration des LT du sang périphérique vers l’articulation. La 

synovite est caractérisée par un déséquilibre de la balance inflammatoire en faveur des 

molécules pro-inflammatoires, favorisant l’activation délétère des cellules T, qui dans cet 

environnement, sont majoritairement de type Th1 ou Th17(107). Les LT activés vont 

favoriser la mise en place de la réponse auto-immune et activer les cellules B en coopération 

avec les macrophages, les DC, les synoviocytes et les fibroblastes. Au cours de la PR, on 

observe une forte production de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFα, l’IL-6, 

l’IL-17 ainsi qu’une faible production de cytokines anti-inflammatoires, telles que l’IL-4 et 

l’IL-10. Classiquement, on parle d’un déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur des Th1. 

Les études concernant cette balance Th1/Th2 ont établi que le phénotype Th1 ne pouvait pas 

expliquer l’ensemble des mécanismes impliqués dans la PR. Cependant, la découverte des 

cellules Th17 et des Treg a modifié ce paradigme vers un nouveau, parlant d’un déséquilibre 

Th17/Treg, en faveur des Th17.  

Les LT auxiliaires interagissent avec les LB et leur délivrent les signaux nécessaires à leur 

activation et leur différenciation en plasmocytes. Ces derniers synthétisent alors des auto-

anticorps, favorisant ainsi la formation de CI. Les Th1 et les Th17 activés jouent également un 

rôle direct dans la différenciation des précurseurs ostéoclastiques, l’activation des ostéoclastes 

par l’expression de RANKL et la production d’IL-17 et de TNFα. Le récepteur de l’IL-17A 

est présent à la surface des synoviocytes, des chondrocytes, des ostéoclastes et des 

ostéoblastes(108). Les cellules T ont également une action indirecte sur l’ostéoclastogénèse, 

en stimulant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages, telles que 

l’IL-1β. 

 

Des neutrophiles activés sont retrouvés en grand nombre dans le liquide synovial et au sein 

des pannus de patients PR(109). Ces cellules infiltrées peuvent potentiellement induire des 

dommages au sein de l’articulation, notamment par leur sécrétion de cytokines et chimiokines 

activatrices des cellules LB (comme BAFF). Les PNN (notament dans les liquides synoviaux 

de patients PR), grâce à leur expression de RANKL(110) peuvent induire l’ostéoclastogénèse 

et la résorption osseuse(111). Les PNN infiltrés dans l’articulation des patients et dans un 

modèle murin d’arthrite expriment par ailleurs de l’IL-17(112,113). De plus, la présence de 

cytokines anti-apoptotiques dans l’articulation de patients (TNFα ou GM-CSF) peuvent 
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favoriser la survie des PNN et augmenter leur durée de vie de plusieurs jours(114). Des CI, 

parfois composés de FR, sont retrouvés en fortes concentrations dans les liquides synoviaux 

ou sous forme de dépôts dans l’articulation de patients. Ces structures peuvent être 

activatrices des neutrophiles(115).  

Il a été montré récemment qu’un fort phénomène de Nétose était présent dans la circulation et 

dans les liquides synoviaux de patients PR(116) et que des séra de patients sont inducteurs de 

Nétose, en particulier ceux comportant des ACPA. De plus, les NET pourraient être source 

d’auto-antigènes citrullinés reconnus par les ACPA, notamment l’histone H4(117). Une 

preuve supplémentaire de l’implication des neutrophiles dans la PR a été rapportée chez la 

souris où une déplétion de ces cellules dans un modèle d’arthrite (transfert de sérum de souris 

K/B×N) protège les souris de la maladie(118). Ce même résultat a été observé en utilisant des 

souris ayant un défaut de développement des neutrophiles (souris déficientes pour Gfi1, un 

facteur de transcription régulateur du développement des granulocytes)(119).  

 

β. Dérèglement des cellules ostéo-articulaires dans la PR 

La principale caractéristique de la PR est l’inflammation et l’épaississement de la membrane 

synoviale. Cette inflammation aboutit secondairement à la destruction du cartilage articulaire 

et de l’os sous-chondral. Ce pannus, par contact cellulaire direct ou par la sécrétion 

d’enzymes, entraîne l’activation des chondrocytes et des ostéoclastes, responsables de la 

dégradation du cartilage et de l’érosion osseuse. Trois acteurs cellulaires majeurs sont 

impliqués dans cette destruction ostéo-cartilagineuse : les synoviocytes de type B (SB), les 

chondrocytes et les ostéoclastes.  

Les SB (aussi appelés fibroblast-like synoviocytes ou FLS) ont pour fonction d’apporter des 

substances essentielles nutritives et lubrifiantes dans l’articulation, notamment l’acide 

hyaluronique donnant sa viscosité au liquide synovial. Au cours de la PR, les SB subissent 

une modification phénotypique sous l’influence des cytokines pro-inflammatoires. Ils 

expriment alors à leur surface des molécules d’adhérence leur permettant de s’attacher au 

cartilage, de sécréter des métalloprotéases (MMP) de la matrice et de sécréter de la 

cathepsine(120). Ceci va entraîner la dégradation du cartilage et l’inhibition de synthèse du 

collagène. Comme cela a été suggéré dans des modèles expérimentaux de PR, ces 

phénomènes apparaissent avant l’implication des acteurs de l’immunité adaptative et la 

présence de cellules inflammatoires dans la synoviale. Une des raisons avancées est que les 

SB favoriseraient l’angiogénèse après activation de leur TLR2 par des peptidoglycanes 
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bactériens, entraînant la production de VEGF et d’IL-8(121). Cela conduit à la production de 

nombreuses chimiokines, contribuant au recrutement des cellules inflammatoires (LB, LT, 

neutrophiles) dans la synoviale. Ces cellules fibroblastiques paticipent également à l’érosion 

osseuse en produisant de fortes quantités de RANKL (Receptor Activator of NFκB ligand), le 

principal activateur des ostéoclastes(120), mais aussi en inhibant la réparation tissulaire en 

bloquant les ostéoblastes.  

 

Les chondrocytes sont le seul type cellulaire composant le cartilage. En conditions non 

pathologiques, la prolifération de ces cellules est limitée. Ils participent à la synthèse et au 

maintien du tissu cartilagineux qui est composé essentiellement de CII et de protéoglycanes 

agrécanes.  Dans la PR, la membrane synoviale inflammée est la source majeure de protéases, 

les MMP matricielles par exemple, qui vont dégrader le cartilage. Les chondrocytes peuvent 

être aussi à l’origine de ces MMP sous l’action de cytokines inflammatoires(122).  

 

Les ostéoclastes sont les seules cellules de l’organisme capables de résorber le tissu osseux. 

Leur rôle ne se limite pas seulement à la digestion de l’os. Les ostéoclastes participent au 

remodelage osseux via leur dialogue constant avec les ostéoblastes et les ostéocytes, ou 

encore peuvent  participer à la réponse immune. En effet, ces cellules issues d’une lignée 

monocytaire peuvent sécréter des cytokines(123) ou présenter des Ag aux LT(124). Dans des 

conditions physiologiques, les ostéoclastes peu activés dérivant de précurseurs monocytaires 

pourraient inhiber la réponse immune en induisant des lymphocytes au phénotype 

régulateur(125). À l’opposé, dans un contexte inflammatoire, certains ostéoclastes pourraient 

amplifier la réponse immune, voire auto-immune, surtout si ces ostéoclastes présentaient eux-

mêmes des peptides aux LT, et en particulier des peptides citrullinés. Lors de la PR, les 

précurseurs des ostéoclastes s’accumulent au site de l’inflammation. Ces cellules vont ensuite 

se différencier en ostéoclastes sous l’action de différents facteurs tels que le M-CSF 

(Macrophage Colony Stimulating Factor) et RANKL. Le M-CSF prévient l’apoptose des 

précurseurs des ostéoblastes et induit l’expression de RANK, le récepteur de RANKL, à la 

surface de ces mêmes cellules. L’ostéoclastogénèse induite par RANKL peut être inhibée par 

l’ostéoprotégérine, un récepteur leurre exprimé par les ostéoblastes, les SB, les LB et les 

LT(126). 
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2. Les facteurs solubles 

 

L’immunité repose sur l’action conjointe de certains types cellulaires et de molécules 

effectrices : les facteurs solubles. Ce terme regroupe de nombreuses molécules circulantes aux 

actions très variées, comme par exemple les cytokines, les chimiokines ou les facteurs du 

complément. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux principaux facteurs solubles 

impliqués dans la PR (Figure 6). 

  

a) Les cytokines 

Les cytokines sont organisées en un réseau complexe qui peut être redondant et pléiotrope et 

qui dépend de multiples interactions. Il est clairement établi que les cytokines jouent un rôle 

fondamental dans le processus responsable de l’inflammation, la destruction articulaire et les 

co-morbidités associées à la PR. Certaines peuvent contribuer soit à la résolution, soit à 

l’exacerbation de ces phénomènes. Les cytokines impliquées dans la physiopathologie de la 

PR sont très variées, et dans cette maladie, on considère que les cytokines de types pro-

inflammatoires, responsables de l’exacerbation de la maladie, dominent leurs homologues 

anti-inflammatoires. On parle de dérégulation de la balance cytokinique en faveur des 

cytokines pro-inflammatoires dans la PR. Par exemple, depuis les années 1990, on sait qu’il y 

a une abondance de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFα, GM-CSF) dans la 

synoviale de patients PR(127). D’ailleurs, les traitements ciblés de la PR ont été développés à 

l’origine pour viser les cytokines pro-inflammatoires en excès dans cette maladie. 
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Figure 6: Interactions cellulaires et cytokiniques impliquées dans la physiopathologie de la 

PR 

 

Le TNFα 

A l’origine, ce facteur présent dans le sérum a été identifié comme capable d’induire la 

nécrose des tumeurs. Par la suite, d’autres propriétés lui ont été attribuées notamment sa 

capacité à induire des chocs septiques et à participer à l’inflammation.  

Le TNFα est tout d’abord synthétisé sous forme membranaire (mTNFα) et peut ensuite être 

sécrété sous forme soluble (sTNFα) suite à son clivage par l’enzyme TACE(128). Les deux 

formes du TNFα, membranaire et soluble, sont biologiquement actives. Cette cytokine agit 

via ses deux récepteurs : TNFR1 et TNFR2. TNFR1 est exprimé ubiquitairement par un large 

éventail de types cellulaires et possède un domaine de mort dans sa partie intracellulaire. En 

revanche, TNFR2 ne possède pas de domaine de mort cellulaire et son expression est 

restreinte à certains types cellulaires, notamment les lymphocytes. Ces deux récepteurs 

deviennent des inhibiteurs naturels du TNFα en cas de libération dans la circulation sanguine 

après un clivage enzymatique.   
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Le TNFα est produit par les macrophages activés, les PNN et les LT. Il exerce des effets pro-

inflammatoires après fixation à ses récepteurs et est impliqué dans de nombreuses maladies 

auto-immunes (PR, maladie de Crohn, psoriasis). Son blocage inhibe la production de GM-

CSF, d’IL-6 et d’IL-8(129). Paradoxalement, cette cytokine peut avoir des effets anti-

inflammatoires, spécialement après fixation via le TNFR2 portés par les Treg. L’interaction 

avec ces cellules régulatrices induit leur activation et leur prolifération conduisant à des 

phénomènes anti-inflammatoires(130). 

L’implication du TNFα dans la PR émerge de travaux effectués, in vitro, établissant sa forte 

participation dans la destruction du cartilage et de l’os(131). Cette cytokine peut induire la 

production d’autres molécules délétères dans la PR (autres cytokines inflammatoires, 

MMP…). L’implication du TNFα a clairement été démontrée dans des modèles animaux 

d’arthrite où la neutralisation de cette cytokine par un Ac diminue fortement les 

arthrites(132). De plus, les souris surexprimant le TNFα humain développent une arthrite 

spontanée(133). Une autre preuve de l’implication de cette cytokine a été démontrée chez 

l’homme par l’efficacité des biothérapies ciblées utilisées pour traiter cette pathologie et par 

l’utilisation d’Ac bloquant le TNFα. 

 

La superfamille de l’IL-1 

Les cytokines de la famille de l’IL-1 (IL-1α, IL-1β, IL-18 and IL-33) sont importantes dans la 

réponse anti-infectieuse et parfois aussi dans le cas d’une inflammation stérile. Elles peuvent 

induire l’activation des leucocytes, des cellules endothéliales, des ostéoclastes ou encore des 

chondrocytes. L’IL1-RI et l’IL-1RII sont les deux récepteurs membranaires de cette cytokine 

pro-inflammatoire. IL-1RII, à l’opposé d’IL-1RI, ne transmet pas de signal activateur et joue 

par ce fait le rôle de récepteur leurre de l’IL-1(134). De plus, l’IL-1Ra (pour IL-1 Receptor 

antagonist) est un antagoniste naturel qui, par sa fixation sur ces deux récepteurs, va inhiber 

l’activation induite par l’IL-1. L’expression d’IL-1Ra est induite par le TGF-β, l’IL-4, l’IFN-β 

et l’IL-13. Ces mêmes cytokines vont en parallèle diminuer l’expression de l’IL-1(135). L’IL-

1 est principalement produite par les monocytes mais aussi par les LB, les synoviocytes et les 

chondrocytes. La balance IL-1/IL-1Ra est complexe et, dans certaines situations, l’un des 

deux peut être modifié sans que l’autre ne le soit, ce qui entraine une dérégulation de cette 

balance.  

Cibler l’IL-1 ou ses récepteurs s’est avéré efficace dans différents modèles murins d’arthrites, 

car le blocage de cette cytokine permet de réduire l’inflammation et surtout les atteintes 

articulaires(136). Les souris n’exprimant pas l’IL-1Ra développent une arthrite spontanée, qui 
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est expliquée en partie par une amplification d’une inflammation dépendante des Th17(137). 

Les membres de la famille de l’IL-1 (L’IL-1α, l’IL-1β, IL-1Ra) sont très exprimés chez les 

patients PR et notamment dans la membrane synoviale(138). Certains patients développent 

même des anticorps anti-IL-1(139). Paradoxalement, l’utilisation des traitements ciblant 

spécifiquement l’IL-1 reste marginale car moins efficaces que ceux ciblant le TNFα. 

 

L’IL-33 est une cytokine de la superfamille de l’IL-1 par ses similitudes fonctionnelles et 

structurelles. Après fixation à son récepteur (ST2L), cette cytokine favorise la production 

d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les Th2 et pourrait donc avoir un rôle anti-inflammatoire dans la 

PR. Néanmoins, l’administration d’IL-33 exacerbe l’arthrite expérimentale au collagène 

(AEC), et les souris déficientes en ST2L, son récepteur membranaire, développent une arthrite 

atténuée(140). De manière générale, les études dans l’arthrite attribuent à l’IL-33 un effet pro-

inflammatoire qui reste cependant controversé à cause de sa capacité d’induction de cytokines 

anti-inflammatoires(141). Chez les patients PR, l’IL-33 est détectée dans la membrane 

synoviale et de manière prédominante dans les SB(140).  

 

L’IL-17 

Les cytokines de la famille de l’IL-17 regroupent 6 membres : IL-17A (souvent appelée IL-

17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) et IL-17F. A l’origine décrite comme produite 

exclusivement par les Th17, l’IL-17 peut aussi être exprimée par des cellules de l’immunité 

innée (macrophages, DC, NK)(142). L’IL-17 induit de nombreux phénomènes pro-

inflammatoires notamment par induction de l’expression de certains gènes des MMP, de 

facteurs de croissance, d’autres cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines attirant les 

neutrophiles(143). L’IL-17 est impliquée dans la défense antibactérienne et antifongique. 

C’est une cytokine clairement pro-inflammatoire qui stimule l’activation des monocytes, des 

DC (en collaboration avec le TNFα) et des fibroblastes et qui accroît la production de 

cytokines (principalement inflammatoires) par ces cellules(144). Elle permet indirectement la 

différenciation, la maturation et l’activation des PNN, car ces cellules n’expriment pas le 

récepteur à l’IL-17.  

L’IL-17 est impliquée dans la pathogénèse de la PR, par ces effets sur l’ostéoclastogénèse 

aboutissant à la résorption osseuse. Cette cytokine a d’ailleurs été retrouvée dans le tissu 

synovial de patients PR(144). L’importance de l’IL-17 dans la physiopathologie de la PR est 

soulignée par les résultats obtenus dans les modèles de cette pathologie. Par exemple, la 
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sévérité de l’arthrite à antigène est diminuée par la neutralisation de l’IL-17(145) et le 

développement de l’AEC est diminué chez les souris déficientes en IL-17 (146). 

 

L’IL-6 

L’IL-6 est une cytokine connue pour posséder une action pléiotrope. En effet, elle agit sur la 

maturation et l’activation des LB, des LT, des macrophages, des ostéoclastes, des 

chondrocytes, des cellules endothéliales et possède des effets variés sur l’hématopoïèse dans 

la moelle osseuse(147). Cette cytokine est sécrétée par de nombreuses cellules, notamment 

par celles appartenant au système immunitaire inné (neutrophiles, monocytes, macrophages). 

L’IL-6 agit via son récepteur hétérodimérique, composé de la gp130 et de l’IL-6R. 

De nombreuses études font état d’une surproduction d’IL-6 dans diverses maladies auto-

immunes et maladies chroniques inflammatoires (maladie de Crohn, arthrite juvénile, 

myélome multiple ou PR)(148). Les souris n’exprimant pas l’IL-6 sont protégées de l’AEC et 

la neutralisation des effets de l’IL-6, par un anticorps anti-IL-6 ou un anti-IL-6 récepteur (IL-

6R), inhibe le développement de l’arthrite(149). L’IL-6 est retrouvée abondamment dans le 

liquide synovial et dans le sérum de patients atteints de PR. En Europe, un anticorps ciblant 

l’IL-6R (tocilizumab) est autorisé depuis 2009 pour traiter la PR, ainsi que d’autres maladies 

inflammatoires et auto-immunes comme la maladie de Crohn, les myélomes multiples ou le 

LES. Cette stratégie permet de diminuer l’activité de la maladie chez les patients réfractaires 

aux traitements classiques de la PR.    

 

L’IFN-α 

Les IFN de type I sont des protéines aux activités antivirales, antiprolifératives et immuno-

modulatrices, sécrétées par de nombreuses cellules en réponse à une grande variété de stimuli. 

L’IFN-α et l’IFN-β appartiennent à la famille des IFN de type I. Ces molécules sont 

reconnues par leur récepteur nommé IFNAR (interferon-α/β receptor). Contrairement à 

l’IFN-β qui est produite par de nombreuses cellules, l’IFN-α est décrite comme produite 

principalement par les pDC. L’activation via les TLR induit une forte production d’IFN-α par 

les pDC, ce qui peut participer à la physiopathologie de maladie auto-immune comme le 

lupus(150). Dans cette pathologie, des CI contenant de l’ADN ou de l’ARN induisent la 

production d’IFN-α par les pDC. Cependant, d’autres cellules semblent pouvoir sécréter cette 

cytokine comme les monocytes(151), les fibroblastes, les LT ou les macrophages(152). 

Récemment, nous avons montré que les neutrophiles sont aussi capables de produire cette 

molécule(75), et notamment les PNN provenant de patients PR. Cette cytokine participe par 



La polyarthrite rhumatoïde.  Immunopathologie de la PR 

 

57 
 

ailleurs au lien immunité innée/adaptative. De manière générale, les IFN de type I sont connus 

pour être délétères dans les maladies auto-immunes par leur capacité à promouvoir la 

présentation des Ag, induire les réponses T et par l’induction de l’expression de 

chimiokines(153). Peu de données sont disponibles concernant l’implication de l’IFN-α dans 

la PR. On sait néanmoins que les patients PR ayant une faible réponse à la thérapie anti-CD20 

(rituximab) ont une signature IFN-α(154). L’IFN-α est présent localement dans le liquide 

synovial de PR(155). Au contraire, dans un modèle animal d’arthrite induite par la methyl-

BSA, l’administration d’IFN-α protège du développement de la maladie(156) et 

l’administration d’IFN-β protège des arthrites dans deux autres modèles(157). De même, les 

souris déficientes pour l’IFNAR développent des arthrites plus sévères(156). Ainsi, le rôle 

exact des IFN de type I doit être éclaircit et surtout il reste à savoir à quelle phase du 

développement de l’arthrite ils pourraient être impliqués.  

 

b)  Les auto-anticorps 

La PR est classiquement caractérisée par la présence de FR, des auto-anticorps d’isotype IgM 

dirigés contre le fragment Fc des IgG. Connus depuis 1940, ils sont présents chez 80% des 

patients PR et ce dès la première année. Néanmoins, les FR sont retrouvés chez 15% des 

individus sains et ne sont donc pas spécifiques de la PR. La découverte des ACPA a été une 

avancée  très importante qui permet d’augmenter la spécificité des tests diagnostiques à 90-

98%. Les FR et les ACPA sont corrélées avec la progression radiologique de la PR ainsi 

qu’avec le DAS28 (disease activity score 28)(158), score utilisé pour mesurer l’activité de la 

maladie. 

 

Les ACPA reconnaissent des protéines ou peptides citrullinés. In vivo, la conversion des 

arginines en citrullines est réalisée par l’enzyme PADI. Le phénomène de citrullination est 

favorisé par un environnement inflammatoire. Les cibles citrullinées reconnues par les ACPA 

qui semblent être les plus spécifiques de la PR sont le fibrinogène, la vimentine, la filaggrine 

et la kératine. Par ailleurs, il a été montré que les anticorps monoclonaux anti-citrulline 

pouvaient reconnaitre  plus d’un antigène, du moment qu’il est citrulliné(159,160). Ceci laisse 

supposer que la reconnaissance par les ACPA est plus citrulline-dépendante qu’antigène-

dépendante. En plus d’être un marqueur diagnostique, les ACPA sont pathogènes. Il peuvent 

former des complexes immuns, activer le système du complément(161), activer les cellules 

possédant des récepteurs Fc(162) ou les ostéoclastes. La fixation d’ACPA à la surface des 
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ostéoclastes induit d’ailleurs un phénomène d’ostéoclastogénèse conduisant à la destruction 

osseuse(15). De nombreuses protéines citrullinées ont été détectées dans des échantillons de 

liquides synoviaux de patients(163), faisant de ces protéines des cibles potentielles des 

ACPA. 

Il a par ailleurs été montré récemment que les ACPA reconnaissent des NET(116,117) qui 

exposent des Ag citrullinés, principalement des histones. 

 

c)  Le système du complément 

Le système du complément est un ensemble de protéines sériques et de récepteurs 

membranaires de l’immunité innée. Il assure un mécanisme de défense contre les infections, 

participe à l’élimination des pathogènes mais peut aussi contrôler les réponses inflammatoires 

et moduler la réponse immune spécifique. Les membres du complément circulants sont 

généralement synthétisés dans le foie. La voie classique, alterne et celle des lectines, sont les 

trois voies pouvant être activées par des ligands qui leur sont spécifiques (Figure 7). Leur 

mise en œuvre entraîne des cascades d’activation par protéolyse successive de protéines 

plasmatiques, qui convergent toutes vers la protéine centrale du système du complément, 

appelée C3. A la suite de cette cascade, C3 est clivée en deux fragments bioactifs (C3a et 

C3b). C3a est une anaphylatoxine aux propriétés chimioattractantes pour les PNN, les LB, les 

LT, les monocytes et les macrophages. C3b est un composant des complexes C3 et C5 

convertases qui induisent la libération de C5a, une autre anaphylatoxine et C5b. Grâce à leurs 

récepteurs respectifs (C3aR et C5aR), C3a et C5a peuvent activer les cellules endothéliales et 

les plaquettes mais aussi induire la sécrétion de cytokines et de chimiokines aux activités pro-

inflammatoires. De plus, C3b, par l'intermédiaire des récepteurs CR1, CR3 et CR4 peut 

activer les leucocytes. C5b est impliqué, avec C6, C7, C8 et C9 dans la formation du 

complexe d’attaque membranaire qui va littéralement créer un pore transmembranaire qui 

permettra la lyse osmotique du micro-organisme ou de la cellule infectée ciblés. 

L’ensemble de ces phénomènes est essentiel dans la lutte contre les pathogènes mais peut 

aussi jouer un rôle dans la destruction tissulaire. Ceci a été démontré dans de nombreuses 

situations pathologiques telles que les maladies auto-immunes, les chocs septiques, l’allergie 

ou dans un contexte de rejet de greffe. 
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Figure 7 : voies d’activation du système du complément 

La voie classique du complément est activée après la fixation de C1q aux CI. La voie des 
lectines est activée par les résidus mannose présents sur les membranes du pathogène via la 
fixation de MBP (Mannose-Binding Protein). La voie alterne est activée par des substances 
d’origine bactérienne telles que le LPS. Les 3 voies convergent vers la formation des 
complexes C3 et C5 convertases, eux-mêmes à l’origine de la formation de C3a, C3b, C5a, 
C5b. Ceci conduit à l’élimination directe du pathogène (opsonisation, phagocytose, formation 
du complexe d’attaque membranaire) ou à l’activation des cellules de l’immunité. 
 

 

Activation de la voie classique du complément 

Par définition, la voie classique du complément est activée par la fixation de C1q aux CI, mais 

il existe d’autres ligands au C1q endogènes ou exogènes (cellules apoptotique, CRP, LPS, 

fixation directe aux bactéries) dont certains activent la voie classique. La structure de C1q est 

complexe : elle comprend six têtes globulaires connectées à une région centrale de structure 

proche du collagène. Chaque tête globulaire possède un site de fixation aux 

immunoglobulines (IgM et IgG) et l’engagement d’au moins deux têtes suffit à un 

changement de conformation du C1q. La fixation de C1q aux CI puis son changement de 

conformation provoque la mobilisation de C1r et C1s. Une activation de la cascade du 
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complément est alors mise en jeu, impliquant C4 et C2, ce qui a pour conséquence la 

formation du complexe C3 convertase classique (C4b2a). Ce complexe a la capacité de cliver 

C3 en C3a et C3b. Comme décrit précédemment, l’activation de la voie classique du 

complément, comme d’ailleurs l’activation des autres voies, a pour conséquence une 

élimination du pathogène (directe ou indirecte) et l’induction de phénomènes inflammatoires. 

De plus, la protéine C1q, par son rôle d’opsonine, se fixe et recouvre les cellules 

apoptotiques/nécrotiques, ce qui permet leur élimination par les macrophages. Ce phénomène 

limite les réponses inflammatoires causées par la libération de molécules 

cytoplasmiques/nucléaires dans le milieu extracellulaire, telles que la protéine HMGB1 

(High-mobility group protein B1) qui est une protéine qui stabilise la formation du 

nucléosome ou les nucléosomes eux-mêmes. De même, il existe des récepteurs à C1q qui vont 

permettre principalement la phagocytose des éléments fixés par cette protéine. 

 

Activation de la voie des lectines 

La voie des lectines est activée par les micro-organismes qui portent des résidus mannose ou 

N-acétylglucosamides. La protéine de reconnaissance de ces micro-organismes est la MBP 

(aussi appelée MBL pour Mannose-Binding-Lectin) qui possède une similitude structurelle 

avec C1q. MBP est associée à des sérines estérases (appelées MASP pour Mannan-Associated 

Serine Protease) qui présentent une forte homologie avec C1r et C1s. Une fois activées, les 

MASP permettent le clivage de C2 et C4, participant à la formation d’une C3 convertase 

identique à celle formée à l’issue de l’activation de la voie classique. Il existe donc une 

similitude entre voie des lectines et voie classique. 

 

Activation de la voie alterne 

La première étape de l’activation de la voie alterne débute par une fixation covalente de C3b à 

des éléments d’origine bactérienne (comme le LPS), ou parfois à quelques cellules infectées 

par un virus, quelques levures ou parasites. Grâce à la mise en jeu des facteurs D et B et de 

C3b, la formation continue d’une C3 convertase caractéristique de la voie alterne (C3bBb) est 

mise en place. En l’absence d’activateur, cette C3 convertase a une durée de vie assez courte 

et est très rapidement dissociée. Mais au contact d’une surface activatrice, le C3b dissocié va 

pouvoir se lier à une molécule de facteur B et permettre la formation d’une nouvelle C3 

convertase alterne stabilisée par la Properdine. Cette C3 convertase clive C3 de façon 

identique à la C3 convertase classique (C4b2a). La voie alterne est capable d’auto-

amplification car plusieurs molécules de C3b peuvent se lier à une même surface activatrice, 
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permettant la formation de plusieurs C3 convertases. Ce phénomène est important pour la 

reconnaissance et l’élimination des pathogènes en absence d’anticorps spécifiques. La voie 

alterne peut aussi amplifier une activation du complément initiée par les deux autres voies. 

 

Implication du système du complément dans la PR 

Le système du complément, lorsqu’il fait défaut, participe à la pathogénèse ou aux 

manifestations cliniques de certaines maladies auto-immunes. Par exemple, les déficiences 

homozygotes héréditaires de C1q, C1r, C1s ou C4 sont très fortement associées au 

lupus(164). De manière générale, plusieurs hypothèses expliquant le rôle du système du 

complément dans la survenue de maladies auto-immunes ont été émises. La première est que 

les taux anormalement bas de certains membres du complément entrainent un défaut 

d’élimination des CI, qui vont se déposer dans les tissus. S’en suit des réactions 

inflammatoires ainsi que la libération d’auto-antigènes qui favorisent l’initiation d’une 

réponse auto-immune(165), ce qui est le cas dans le lupus. De plus, un défaut d’élimination 

des cellules apoptotiques pourrait s’ajouter à ces phénomènes, amplifiant la libération d’auto-

antigènes(166). Une autre hypothèse suggère que le système du complément est impliqué 

dans le développement de la tolérance au soi ; il est par exemple nécessaire à l’élimination des 

lymphocytes auto-réactifs lors de la maturation du système immun (167).  

 

De manière générale, la PR n’est pas considérée comme une pathologie associée à un défaut 

du complément, mais plutôt une maladie où ce système est activé. Néanmoins, quelques 

études suggèrent qu’un défaut de C1q et de C2 pourrait favoriser la survenue de la PR et 

qu’un défaut de MBP est associé à la sévérité de la maladie(167). Il a été montré que les 

membres du complément activé et leurs récepteurs ainsi que leurs ARNm étaient présents 

localement dans les articulations inflammées de PR(168,169). De manière plus systémique, 

les taux de C3 et C4 dans les seras de patients PR sont élevés, reflétant les phénomènes 

inflammatoires(170). Une hypothèse serait que les facteurs du complément sont produits 

localement dans l’articulation et que les forts taux systémiques seraient en partie dus à leur 

relargage dans la circulation(167). 

Des études sur le lien entre complément et PR ont été menées sur des modèles murins. Par 

exemple, les souris déficientes en C3 ou en facteur B sont protégées des arthrites  

cliniquement et histologiquement dans le modèle d’AEC(171). Dans le même modèle, une 

administration systémique d’Ac monoclonaux anti-C5 retarde l’apparition de la maladie et 

diminue les arthrites lorsqu’elles sont déjà établies(172). Dans le modèle d’arthrite par 
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transfert de sérum de souris K/BxN (modèle qui ne nécessite pas d’immunisation active), il a 

été montré que les souris n’exprimant pas C3, C5, C5aR ou le facteur B ne développaient pas 

ou peu d’arthrites(173). Dans cette même étude, une injection de ce sérum arthritogénique à 

des souris n’exprimant pas C1q, C6 ou MBP n’induit ni protection ni aggravation des arthrites 

comparé aux souris contrôles. Une autre étude réalisée dans le modèle CAIA (Collagen 

Antibody-Induced arthritis) où les arthrites sont induites par l’injection d’un cocktail 

d’anticorps anti-collagène commercial, montre que l’inhibition de la voie classique ou de la 

voie des lectines n’affecte pas le développement des arthrites(174). La voie classique seule ou 

la voie des lectines seule ne sont pas suffisantes pour induire des arthrites dans ce 

modèle(175). Tous ces éléments appuient le fait que le système du complément est impliqué 

dans la physiopathologie de la PR. 

 

E. Les traitements de la PR 

1. Les traitements conventionnels 

 

Les traitements classiques de la PR comportent d’une part des thérapeutiques à visée 

symptomatique et d’autre part des traitements dits « de fond » qui sont susceptibles de freiner 

ou d’arrêter l’évolution de la maladie. Les traitements symptomatiques comprennent les 

analgésiques et les corticostéroïdes (anti-inflammatoires stéroïdiens). Les anti-inflammatoires 

non stéroïdiens (AINS) tels que l’aspirine sont relativement peu efficaces. Ces traitements 

agissent surtout sur l’inflammation et sont associés à un traitement de fond (DMARD) qui lui 

va plutôt avoir une action sur l’atteinte articulaire. Le traitement de fond de référence est le 

méthotrexate (MTX) ; il possède un effet cytostatique thérapeutique non spécifique et est bien 

toléré. Le MTX est aussi utilisé dans d’autres pathologies comme le cancer grâce à son action 

anti-prolifératif. D’autres molécules comme la salazopyrine ou le leflunomide sont à la 

disposition du praticien en seconde attention. Les patients peuvent également bénéficier 

d’actes thérapeutiques locaux, tels que des infiltrations de corticoïdes, ou d’actes chirurgicaux 

plus lourds, allant jusqu’à l’arthroplastie. 
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2.  Les traitements ciblés 

 

Considérées comme une révolution dans la prise en charge thérapeutique, les biothérapies 

sont l’emploi de molécules issues d’organismes vivants à des fins thérapeutiques. Elles 

peuvent se présenter sous la forme d’une molécule, d’un virus, d’un gène codant pour une 

molécule thérapeutique indroduit dans un vecteur, d’une cellule ou d’un tissu. Ce sont des 

traitements qui agissent directement sur les mécanismes intervenant dans la mise en place ou 

l’entretien d’une pathologie. Dans le cas de la PR, les traitements ciblés ont fait leur 

apparition dans les années 1990. Ce sont essentiellement des "biothérapies" (terme impropre 

consacré par l'usage en français) qui ciblent spécifiquement les molécules responsables de 

l'inflammation et de l'érosion articulaire. La majorité des biothérapies autorisées et utilisées 

dans la PR ciblent des cytokines pro-inflammatoires, mais également l’action des LB et 

l’activation des LT (Figure 8). Différentes stratégies sont utilisées pour bloquer ou neutraliser 

ces acteurs. L’action des cytokines pro-inflammatoires est ciblée par l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux spécifiques de celles-ci (ou de leurs récepteurs) ou en utilisant leurs récepteurs 

solubles inhibiteurs. Des anticorps monoclonaux sont également utilisés pour inhiber l’action 

des LB et l’activation des LT. Il est à noter qu’il existe également des inhibiteurs de 

molécules impliquées dans les voies de signalisation intracellulaire. 

Du fait de leurs coûts élevés et des effets secondaires potentiels, les biothérapies ne sont 

utilisées dans cette maladie qu’après échec thérapeutique des immunomodulateurs 

conventionnels.  
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Figure 8: Les principales biothérapies utilisées dans la PR et leurs cibles immunologiques. 

 

a)  Les anti-TNFα 

Il est clairement établi que le TNFα est impliqué dans la physiopathologie de la PR par ses 

effets pro-inflammatoires. L’observation des souris surexprimant le TNFα humain 

développant une arthrite destructrice(133) et le fait que les arthrites des souris traitées par un 

Ac anti-TNFα soient diminuées(132), a poussé la recherche à tester les anti-TNFα dans la PR. 

Ainsi l’équipe de Marc Feldman a utilisé un anticorps chimérique monoclonal anti-TNFα 

dans un essai clinique(176). Cet essai fut un réel succès, puisque 10 patients atteints de PR 

anciennes et réfractaires, répondirent favorablement au traitement. Cet anticorps reçu ensuite 

une autorisation de mise sur le marché dans la maladie de Crohn en 1998, puis dans la PR et 

ensuite dans différentes pathologies liées au TNFα. Il fut rebaptisé infliximab. L’infliximab 

permet dans les modèles expérimentaux, comme chez les patients, de réduire de manière 

significative l’inflammation et la destruction articulaire. 
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En plus de l’infliximab, d’autres Ac monoclonaux sont disponibles (adalimumab, 

certolizumab, golimumab) ou des protéines de fusion Ig-récepteur soluble (etanercept), tous 

ayant pour cible le TNFα. Ces biothérapies peuvent cibler le TNFα soluble (etanercept) ou le 

TNFα soluble et membranaire (infliximab, adalimumab, certolizumab, golimumab). La 

thérapie ciblant le TNFα fut une révolution quant à la prise en charge des personnes atteintes 

de PR réfractaires aux traitements conventionnels. Malgré cela, ils sont susceptibles 

d’entrainer des effets secondaires. La complication majeure liée à l’utilisation des inhibiteurs 

du TNFα est l’augmentation de l’incidence des états infectieux, notamment la tuberculose. De 

plus, les anticorps anti-TNFα peuvent induire l’apparition d’anticorps anti-médicament, ce qui 

entraine une diminution de leur effet thérapeutique. 

 

b)  Les thérapies ciblant l’IL6 

Jusqu’à présent, le seul inhibiteur de l’IL-6 utilisé en routine pour traiter la PR est le 

tocilizumab. Le tocilizumab est un anticorps monoclonal anti-récepteur de l’IL-6. En Europe, 

il est autorisé depuis 2009 pour traiter en première ligne la PR. Ce traitement est utilisé en 

monothérapie ou en combinaison avec le MTX. Il diminue les symptômes, augmente les 

fonctions physiques et la qualité de vie et surtout retarde les atteintes structurelles de la PR.  

Les effets du tocilizumab sur les taux d’IL-6 dans les seras de patients souffrant de PR sont 

controversés. L’équipe de Nishimoto a démontré que le traitement par tocilizumab induisait 

une augmentation du taux d’IL-6 sérique alors que l’équipe de Marti a observé une 

diminution de celui-ci(177,178). La question reste donc ouverte quant aux mécanismes 

cellulaires impliqués dans la sécrétion d’IL-6 chez les patients sous tocilizumab (implication 

des lymphocytes, induction de la sécrétion par les DC). Le succès du tocilizumab a ouvert la 

voie au développement d’autres thérapies ciblant l’IL-6 ou son récepteur. 

 

c)  Autres thérapies anti-cytokines 

L’anakinra est une forme recombinante non glycosylée de l’IL-1Ra qui est autorisée pour 

traiter les patients PR ne répondant pas aux DMARDs seuls. Son efficacité et sa tolérabilité 

ont été prouvés dans plusieurs essais cliniques. Les effets indésirables les plus courants sont 

les infections au site de l’injection. Bien qu’aucune étude ne le démontre formellement, 

l’anakinra semble moins efficace que les anti-TNFα dans le traitement des PR actives(179). 

De ce fait, il est que très rarement utilisé en clinique. 
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Si l’on tient compte du succès des anti-TNFα, il n’est pas étonnant que de nouvelles 

biothérapies ciblant les cytokines voient le jour. Ceci est le cas pour les traitements ciblant 

l’IL-17. Deux anticorps monoclonaux sont en cours de développement : le secukinumab et 

l’ixekizumab (aussi utilisé dans le psoriasis) chez des patients après échec du méthotrexate 

seul ou d’un anti-TNFα. Le secukinumab est aussi développé pour traiter le psoriasis et la 

spondylarthrite ankylosante. Deux autres molécules ciblant cette fois-ci les voies de 

signalisations sont en développement dont le tofacitinib (inhibiteur des janus kinases 1 et 3). 

 

d) Thérapies ciblant les lymphocytes B 

Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique qui cible le CD20, antigène exprimé à 

la surface des LB mais qui n’est pas exprimé par les plasmocytes ni par les précurseurs avant 

le stade pré-B. Il provoque la destruction sélective des LB par apoptose, cytotoxicité 

dépendante du complément ou cytotoxicité dépendante des Ac. En déplètant les LB, le 

rituximab agit sur la réponse immunitaire et sur l’activation des LT. A l’origine, cette 

biothérapie a été utilisée dans le traitement des lymphomes B où son efficacité et sa bonne 

tolérance ont constitué un atout majeur dans la prise en charge de ces maladies(180). Ces 

dernières années, son utilisation a été élargie aux maladies auto-immunes et en particulier à la 

PR. En effet, les LB sont les précurseurs des plasmocytes, cellules productrices de facteurs 

rhumatoïdes et des différents auto-Ac impliqués dans la pathologie. En outre, les LB sont 

susceptibles de présenter des auto-Ag et peuvent activer des LT auto-réactifs. Ils sécrètent 

différentes cytokines, pro-inflammatoires notamment (IL-1, TNFα), délétères dans la PR. Les 

effets secondaires du rituximab sont les infections des voies respiratoires et urinaires. Des 

molécules ciblant la survie et la maturation des LB sont en cours de développement, comme 

le belimumab qui cible les formes solubles de BAFF. L’atacicept ,une protéine de fusion qui 

va bloquer la fixation de BAFF et APRIL sur les LB a démontré quant à lui de faibles effets 

thérapeutiques dans le traitement de la PR(181). 

 

e) Thérapie ciblant  l’interaction cellules dendritiques/lymphocytes T 

L’activation des lymphocytes T passe, entre autre, par une phase impliquant des molécules de 

costimulation. C’est pourquoi des biothérapies ciblant ces molécules ont été élaborées, le but 

étant de modérer une trop grande activation des réponses immunitaires. 

L’abatacept est la première immunothérapie visant à inhiber la costimulation des LT. Cette 

protéine de fusion autorisée depuis 2005 aux Etats-Unis est composée du domaine 
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extracellulaire du CTLA-4 humain et de la partie Fc d’une IgG humaine. Le CTLA-4 est une 

molécule appartenant à la famille de CD28 qui est notamment exprimée par les LT CD4. Il lie 

les mêmes molécules que CD28 à savoir CD80/CD86 portés par les CPA.  Contrairement au 

CD28 qui augmente les fonctions des lymphocytes T quand il est lié au CD80/86, l’interaction 

CTLA-4-CD80/86 induit un signal d’inhibition intra-cytoplasmique au LT l’exprimant, 

bloquant ainsi son cycle cellulaire. De plus, des phénomènes de tolérance peuvent être induits 

par l’engagement de CTLA-4. Par exemple, l’expression de cette molécule de co-activation 

par les Treg est nécessaire à l’activité suppressive de ces cellules(182).  

 

F. Les modèles expérimentaux de la PR 

 

Les modèles animaux sont développés dans le but d'obtenir une représentation simplifiée de 

systèmes biologiques impossibles à étudier directement chez l'homme. La PR étant une 

maladie multifactorielle impliquant une part génétique et une part environnementale, il est 

difficile de parler de modèle animal reflétant exactement toutes les caractéristiques de cette 

maladie (cliniques, histologiques, immunologiques et génétiques). Cependant, l’étude des 

modèles animaux d’arthrite expérimentale tient une place prépondérante dans la 

compréhension des mécanismes mis en jeux dans la PR. Idéalement, il serait donc nécessaire 

de confirmer dans plusieurs modèles et dans plusieurs espèces animales les résultats d’une 

même étude. Dans ce manuscrit, nous détaillerons uniquement le modèle utilisé lors de ce 

travail de thèse (AEC) et décrirons plus succinctement les autres modèles les plus utilisés 

dans l’étude de la PR. 

 

1. L’arthrite expérimentale au collagène 

 

L’arthrite expérimentale au collagène (AEC) a d’abord été décrite chez le rat(183) et est 

toujours très utilisée dans cette espèce pour identifier des molécules thérapeutiques dans la 

PR. Il a été ensuite établi que certaines souches de souris étaient sensibles à l’AEC, ainsi que 

les primates(184). L’immunisation est réalisée par du collagène de type II (CII) hétérologue 

ou parfois homologue(185) émulsifié dans de l’adjuvant complet de Freund (CFA, contenant 

des bactéries de M. tuberculosis inactivées). Un rappel est réalisé 21 jours plus tard dans du 

CFA ou de l’IFA (adjuvant incomplet de Freund, sans bactéries) selon le fond génétique des 

souris. Dans certains cas, une injection de LPS est effectuée afin de « booster » le 
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développement des arthrites. Suite à cette immunisation, les animaux développent une 

polyarthrite auto-immune caractérisée par une érosion sévère du cartilage et de l’os. Ces 

souris immunisées partagent différents traits cliniques, immunologiques et histopathologiques 

avec la maladie humaine : érythème et œdème ; production de FR et d’anticorps anti-CII ; 

synovite, formation de pannus, infiltration cellulaire articulaire et érosion du cartilage et de 

l’os(186). L’induction de la maladie par le CII initie une réponse immune humorale et 

cellulaire, ciblée au niveau du tissu articulaire, où l’antigène est localisé de manière 

prépondérante. L’induction de la pathologie est fortement dépendante du CMH et les souris 

d’haplotypes H-2q, comme les souris de la lignée DBA/1, sont les plus sensibles. Néanmoins, 

les souris C57BL/6, plus réfractaires au développement des arthrites (car d’haplotype H-2b), 

sont désormais de plus en plus utilisées dans l’AEC car de nombreux « knock-out » (KO) et 

transgéniques ont été crées à partir de cette lignée. L’étude d’un gène unique dans une 

maladie multifactorielle est essentielle, même si l’utilisation de souris KO dans un modèle 

induit pose certaines questions (nécessité du gène pour le développement fœtal, modification 

génétique pouvant modifier d’autres fonctions…). 

   

 Les LT et les LB ont une place importante dans le développement de l’AEC. Les LB ont 

comme principal rôle la production d’anticorps arthritogéniques anti-CII. La place centrale de 

ces anticorps dans l’AEC est soulignée par le fait qu’ils sont capables d’induire une arthrite 

par immunisation passive lorsqu’ils sont injectés à des souris naïves (modèle CAIA)(187). De 

plus, l’intensité des signes articulaires de la maladie est corrélée aux taux d’anticorps dirigés 

contre certains épitopes du CII(188). Rappelons aussi que la neutralisation des LB s’est 

révélée être un traitement efficace dans la PR. Les LT jouent un rôle plus complexe dans 

l’AEC : s’ils agissent en synergie avec les LB, ils induisent également l’activation d’autres 

types cellulaires (PNN, macrophages, synoviocytes, chondrocytes). Leur transfert ne permet 

pas d’induire de manière franche une arthrite, par contre leur blocage inhibe le développement 

de la maladie(189). Comme chez l’homme, les cytokines pro-inflammatoires ont été décrites 

comme jouant un rôle prépondérant dans ce modèle (TNFα, IL-1, IL-6, IL-17). Par exemple, 

de récents travaux effectués dans notre laboratoire ont montré que le blocage du récepteur à 

l’IL-6 dans l’AEC diminuait les arthrites(190). Ce phénomène est accompagné de 

l’augmentation d’une sous-population de Treg aux activités très suppressives. 

L’utilisation d’adjuvant dans ce modèle et l’injection (parfois nécessaire) de LPS mettent en 

lumière le rôle probable de l’immunité innée, notamment les TLR, dans le processus 

d’immunisation. 
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2.  Modèles d’arthrites spontanées 

a) L’arthrite de la souris K/BxN 

 Le modèle K/BxN a été généré en croisant des souris de fond génétique C57BL/6 (KRN) 

possédant un TCR transgénique qui reconnait la ribonucléase bovine, avec des souris NOD 

(Non-obese diabetic). Ces souris, initialement créées dans le but d’étudier la fonction du 

transgène dans un fond génétique CMH-H2k, développent des arthrites spontanées 

chroniques, sévères et destructrices(191). La maladie est due à l’activation des LB qui vont 

produire de larges quantités d’auto-Ac anti-G6PI (glucose-6-phosphate isomerase), une 

protéine ubiquitaire, et déclencher ainsi une arthrite sévère(192). La pathologie articulaire 

dans ce modèle est chronique et symétrique, et se rapproche plus des caractéristiques de la PR 

que le modèle d’AEC. Chez les souris arthritiques, on retrouve des dépôts de G6PI associés à 

des IgG anti-G6PI et des fragments du complément dans les articulations.  Cette accumulation 

de l’auto-Ag dans l’articulation explique le fait qu’une protéine ubiquitaire induise une 

maladie auto-immune localisée dans un tissu. Notons que dans ce modèle, le système du 

complément est très impliqué dans la pathogénèse(173) ainsi que les neutrophiles(119). 

De manière très intéressante, le transfert du sérum ou des IgG purifiées contenant des Ac anti-

G6PI d’une souris K/BxN arthritique à une souris naïve induit une rapide et profonde synovite 

érosive, similaire à celle observé chez l’homme. Cette synovite est dépendante des 

neutrophiles, des macrophages, du système du complément et des médiateurs 

inflammatoires(186). On parle ici de sérum arthritogénique. 

 

b) L’arthrite de la souris transgénique pour le TNFα humain 

Les souris exprimant le transgène du TNFα humain développent spontanément dès la 3ème 

semaine de vie des arthrites progressives et chroniques qui touchent toutes les articulations. 

Ces souris présentent une hyperplasie de la membrane synoviale, un pannus, une dégradation 

du cartilage ainsi qu’une infiltration de neutrophiles et de lymphocytes dans 

l’articulation(133), ressemblant fortement à la pathologie humaine. L’inhibition du TNFα 

dans ce modèle restaure l’activité des Treg(193). Ce modèle est intéressant pour l’étude de 

nouveaux traitements dans la pathologie humaine où le rôle du TNFα n’est plus à démontrer.  
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c) L’arthrite de la souris déficiente pour l’IL-1Ra 

L’IL-1Ra est un antagoniste naturel qui, par sa fixation sur les récepteurs de l’IL-1, va inhiber 

l’activation induite par cette cytokine. Les souris BALB/c (mais pas les C57BL/6) déficientes 

pour l’IL-1Ra développent des arthrites spontannées dès l’âge de 5 semaines  caractérisées par 

une inflammation péri-articulaire(194). Ces souris produisent des Ac anti-CII mais pas de 

facteurs rhumatoïdes IgM(195). Les arthrites spontanées des souris IL-1Ra-/- sont en partie 

expliquées par une amplification d’une inflammation dépendante des Th17(137).  

 

3. Le modèle CAIA (Collagen antibody-induced arthritis) 

 

Ce modèle d’arthrite est induit par deux injections d’un cocktail ou d’un unique anticorps 

monoclonal(196) anti-CII à des souris naïves, suivies d’une injection de LPS. Ces anticorps 

reconnaissent un éventail d’épitopes du CII et permettent la formation de CI au niveau du 

cartilage. Ce modèle ne nécessite pas d’immunisation active. De ce fait, la phase d’initiation 

et la phase de production d’anticorps ne sont pas présentes, ce qui permet l’apparition des 

signe cliniques d’arthrite seulement 48 heures après l’injection de LPS. Ce modèle mime la 

phase aigüe de la maladie et les signes cliniques ne persistent que pendant 10 jours environ. 

Le développement de l’arthrite dans ce modèle  n’est pas dépendant  du CMH(197) mais est 

clairement dépendant des cytokines(198), du système du complément et des PNN(197). 
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II.  Les récepteurs de type Toll 

L’immunité innée est la première ligne de défense contre les pathogènes et est commune à 

tous les animaux. Elle repose sur la reconnaissance de motifs moléculaires présents sur de 

nombreux pathogènes, les pathogen-associated molecular patterns (PAMP). Ces motifs, très 

conservés au cours de l’évolution, sont reconnus par des récepteurs cellulaires nommés PRR 

(pattern-recognition receptors). Un tel système permet qu’un nombre restreint de PRR puisse 

reconnaître l’énorme diversité des micro-organismes. Certains lipides, lipoprotéines, 

carbohydrates ou peptidoglycanes issus de bactéries, champignons, ou protozoaires 

constituent des exemples de PAMP. Par ailleurs, certaines molécules endogènes relarguées 

lors d’atteintes tissulaires, les DAMP (damage-associated molecular patterns), peuvent 

activer les PRR.  Les PRR peuvent être séparés en plusieurs catégories : les PRR sécrétés ou 

les PRR cytosoliques et membranaires. La plupart des membres du système du complément 

sont par exemple des PRR sécrétés. La reconnaissance des PAMP par les PRR déclenche 

l’activation des cellules de l’immunité innée qui les portent, qui sécrètent alors des médiateurs 

de l’inflammation (cytokines, chimiokines, histamines...) responsables de l’activation des 

cellules endothéliales et de l’initiation de la phase vasculaire de la réponse inflammatoire puis 

de la phase effectrice. Ces cellules sont aussi les initiateurs de l’activation de l’immunité 

adaptative. 

Dans ce chapitre, nous nous intéressons à une famille de PRR, celle des récepteurs de type 

Toll (TLR), et plus particulièrement au TLR9. 

 

A. Généralités sur les TLRs  

1.  Historique 

 

Les TLR ont d’abord été décrits chez Drosophila melanogaster pour leur rôle dans 

l’orientation dorso-ventrale des organes pendant l’embryogénèse(199). En effet, les insectes 

dépourvus du gène toll codant pour cette protéine présentaient des anomalies du 

positionnement des organes. Environ 10 ans plus tard, en 1996, le rôle immunitaire des TLR a 

été mis en évidence par l’équipe de Jules Hoffmann après l’observation que certaines 

mutations du gène toll chez Drosophila induisaient un défaut de résistance face à des 

infections fongiques(200). A l’époque, on rapprochait le rôle des TLR à celui du récepteur 1 

de l’IL-1 (IL1-R1). En effet, il a été montré que les TLR et l’IL-1R1 partageaient des 
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homologies de séquence dans leur domaine cytosolique (le domaine TIR pour Toll-Interleukin 

1 Receptor), suggérant l’implication de la voie du NFκB (nuclear factor-kappa B) et 

l’induction de phénomènes immunologiques(201). Ces études sont le point de départ d’une 

série de recherches actives pour identifier des molécules similaires chez les mammifères. En 

1997, l’équipe de Janeway montre des homologies de séquence entre la protéine Toll de 

drosophile et une protéine chez l’homme. Ils ont cloné pour la première fois cette « protéine 

Toll humaine » ou hToll (ancien nom du TLR4) dans des monocytes humains et ont montré 

que ces cellules étaient capables d’exprimer des molécules de co-simulation et de produire des 

cytokines pro-inflammatoires et ce de manière NFκB-dépendante(202). Ces caractéristiques 

sont nécessaires pour l’activation des T naïfs. Depuis les années 90, 13 récepteurs TLR ont été 

découverts chez les mammifères dont 10 qui sont exprimés et fonctionnels chez l’Homme 

(Tableau 2) mais il est fort probable que le nombre va augmenter dans les années à venir. De 

plus, certains TLR n’ont pas encore de ligands naturels connus (TLR10, 12, 13). 

 

Tableau 2: Les TLR chez l’homme, leurs principaux ligands et les cytokines induites 

Nom
Compartiment 

cellulaire
PAMP DAMP et ligands endogènes ligand synthéique Production cytokinique

TLR1 + TLR2 membrane plasmique
Triacyl lipopeptides bactériens et 
certaines protéines parasitaires

? Pam3CSK4 cytokines pro-inflammatoires

TLR2 + TLR6 membrane plasmique
Diacyl lipopeptides bactériens, acide 

lipotectoïque (Gram+), Zymosan 
(paroi des levures)

HSP60/70, HMGB1 (complexée ou non au 
nucléosome), anticops anti-phospholipides, 

serum amyloïde A
FSL-1 cytokines pro-inflammatoires

TLR3 endosome ARN double brin ARN messager, ARN de transfert Poly(I:C)
cytokines pro-inflammatoires 

et IFNβ

TLR4 membrane plasmique LPS
HMGB1, Fibrinogen, élastase de 

neutrophiles, anticorps anti phospholipides, 
fragments d'héparane sulfate

cytokines pro-inflammatoires 
et IFN de type I

TLR5 membrane plasmique Flagelline ? cytokines pro-inflammatoires

TLR7 endosome ARN simple brin ARN simple brin endogène
ARN synthétique, 
resiquimod (R848), 

imiquimod

cytokines pro-inflammatoires 
et IFN de type I

TLR8 endosome ARN simple brin  ARN simple brin endogène
ARN synthétique, 
resiquimod (R848)

cytokines pro-inflammatoires 
et IFN de type I

TLR9
endosome et 

membrane plasmique
ADN riche en motifs CpG 

hypomethylés (bactérie, virus)

CI contenant de la chromatine, ADN à la 
surface de cellules apoptotiques, ADN 

mitochondrial génomique

oligonucléotides 
riches en motifs 

CpG (CpG-ODN)

cytokines pro-inflammatoires 
et IFN de type I

TLR10 + 
TLR2

endosome et 
membrane plasmique

Pam3CSK4 

inhibe l'action du TLR2, 
inhibition de la production de 
cytokines pro-inflammatoires, 

production d'IL1-Ra

Inconnu
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2. Structure des TLR et transduction du signal 

 

Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I (partie N-terminale du coté 

extracellulaire) traversant soit la membrane plasmique (TLR1, 2, 4, 5, 6) soit celle de 

l’endosome (TLR3, 7, 8, 9). Leur domaine extracellulaire ou intra-endosomal est le domaine 

de liaison au ligand ; il comporte des répétitions de motifs riches en leucines (LRR pour 

leucine rich repeats). Le domaine intracytoplasmique des TLR comporte le motif TIR 

essentiel à la transduction du signal. 

Sans stimulation, les TLR se trouvent sous forme monomérique (TLR de surface), 

homodimérique ou hétérodimérique préformés (endolysosomaux). La dimérisation des TLR 

est essentielle à leur activation. La liaison du ligand à l’ectodomaine du TLR induit une 

modification de sa conformation, ce qui permet l’interaction entre les domaines TIR des 

dimères TLR. La dimérisation de ces domaines TIR est le signal de départ de la formation 

d’un complexe très ordonné, appelé le « Myddosome » impliquant la protéine adaptatrice 

MyD88 (myeloid differenciation primary response protein 88). La formation du Myddosome  

entraine l’activation de NFκB et la production de cytokines pro-inflammatoires. Le signal 

peut, par ailleurs, être transduit par l’engagement du domaine TIR de la protéine TRIF (TIR-

domain-containing adapter-inducing interferon-β) qui permettra la formation du 

« Triffosome ». Ceci conduit à l’activation des facteurs de transcription IRF (IFN-regulatory 

factor) qui permettront la production d’IFN-α et β(203).  

La formation du Myddosome est induite par tous les TLR sauf le TLR3 (qui active 

uniquement la voie passant par TRIF). Le TLR4, quant à lui, active les voies de signalisation 

impliquant MyD88 et TRIF. Cela nécessite l’engagement de deux autres molécules 

adaptatrices, MAL (MyD88 adaptator-like protein) et TRAM (TRIF-related adaptator 

molecule), qui vont créer un « pont » entre le TLR et MyD88 ou TRIF respectivement. 

En outre, la voie passant par MyD88 peut rejoindre la voie passant par TRIF, ce qui explique 

le fait que le TLR3 peut activer NFκB et que le TLR9 (par exemple) peut activer la synthèse 

d’IFN de type I. 

La Figure 9 représente les TLR ainsi que les différentes voies d’activation induites par la 

reconnaissance de leurs ligands. 
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Figure 9: Les TLR et leurs voies de signalisation. Image issue de(203) 

 

3.  Les TLR de surface 

 

Les TLR de surface (TLR1, 2, 4, 5, 6) sont impliqués dans la reconnaissance de molécules 

issues de bactéries et de champignons et peuvent être recrutés dans les phagosomes (voir 

Tableau 2 pour la liste de leurs ligands). Le TLR2 s’associe soit au TLR1 soit au TLR6 pour 

former des hétérodimères qui vont reconnaitre des peptidoglycanes. Chez l’homme, le 

TLR10, contrairement aux autres TLR, possède des actions inhibitrices lorsqu’il forme un 
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hétérodimère membranaire avec le TLR2(204). Le rôle du TLR10 reste toujours mal connu et 

ne possède pas de ligand naturel identifié à ce jour. Le TLR5 reconnait la flagelline qui est 

une protéine structurale du filament flagellaire des bactéries. Ces différents TLR de surface 

activent le Myddosome après interaction avec leur ligand.  

Le TLR4, quant à lui, a été l’un des premiers TLR à avoir été mis en évidence chez les 

mammifères. C’est un récepteur toll particulier car il nécessite la contribution d’autres 

molécules comme la protéine circulante LBP (LPS-Binding protein) qui va se complexer au 

LPS circulant. C’est sous cette forme complexée que la protéine membranaire CD14 reconnait 

le LPS, qui va alors interagir avec le TLR4, lui-même associé à la protéine MD2 (myeloid 

differenciation factor 2). MD2 est une protéine soluble qui est associée de manière non 

covalente au TLR4. La fixation du ligand au TLR4 active le Myddosome ou le Triffosome et 

induit ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires et les IFN de type I.  

 

4. Les TLR endosomaux 

 

Les TLR endolysosomaux (TLR3, 7, 8, 9) reconnaissent les acides nucléiques bactériens et 

viraux. Ils se distinguent aussi de leurs homologues de surface car ils sont synthétisés sous la 

forme de dimères stables(205,206) (sauf le TLR3 qui est synthétisé sous forme de 

monomère). Bien que les raisons restent mal connues, le pH légèrement acide de l’endosome 

est nécessaire à l’activité de ces TLR(203). Par ailleurs, des endoprotéases activées par des 

milieux acides (cathepsine, asparagine endopeptidase) clivent les ectodomaines des TLR 

endosomaux(207). Ce clivage serait nécessaire à la pré-activation des TLR, notamment le 

TLR9(208,209). De plus, une hypothèse a été émise quant à la localisation endosomale de ces 

quatre TLR: ils sont séquestrés dans les compartiments endosomaux afin d’éviter une 

reconnaissance des acides nucléiques du soi, et ainsi d’empêcher la survenue de maladies 

auto-immunes.  

Le TLR3 reconnaît les ARN double brin (db) de plus de 35 nucléotides, caractéristiques de 

certains virus. La liaison d'un ARNdb entraîne la dimérisation de deux chaines de TLR3 dont 

les domaines TIR vont activer la voie passant par TRIF. Les TLR7 et 8 reconnaissent quant à 

eux les ARN simple brins (sb). Chez la souris, le TLR8 semble avoir une action inhibitrice sur 

le TLR7(210). Le TLR9 (dont nous développerons les caractéristiques dans la suite de ce 

manuscrit) reconnait les motifs CpG hypomethylés présents en plus grande quantité sur les 

ADN bactériens et viraux.  Les TLR7/8/9 activent la voie dépendante de MyD88. 
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B.  Le TLR9  

1. Généralités 

 

Le TLR9 et son implication dans la reconnaissance de l’ADN ont été décrits depuis l’an 2000 

par l’équipe d’Akira(211). Ces chercheurs ont identifié une séquence génétique présentant des 

similitudes avec les séquences TLR déjà identifiées, qu’ils ont nommé « TLR9 » ou CD289. 

Ils ont ensuite généré des souris n’exprimant pas de TLR9 (inactivation du gène du TLR9 par 

insertion du gène de résistance à la néomycine). Une stimulation des cellules de ces souris par 

un oligodéoxynucléotide (ODN) synthétique riche en motif CpG non methylés (CpG-ODN) 

mimant l’ADN bactérien, n’induit ni leur activation ni la production de cytokines. Depuis, de 

nombreuses études sont venues compléter ces observations. La méthylation est décrite comme 

importante pour la reconnaissance des ligands bactériens et viraux par le TLR9. En effet, 

l’ADN génomique des organismes eucaryotes se distingue des autres ADN car il est beaucoup 

plus méthylé, ce qui permet au TLR9 de distinguer le soi du non soi. Mais nous savons 

maintenant que le TLR9 peut reconnaitre d’autres molécules ou que l’ADN bactérien ou viral 

peut aussi être reconnu par d’autres récepteurs. Par ailleurs, dans un modèle artificiel où le 

TLR9 est exprimé à la surface de cellules (chimère TLR4/TLR9), ce récepteur est capable de 

reconnaitre de l’ADN du soi(212), appuyant l’hypothèse que la localisation endosomale du 

TLR9 serait nécessaire au maintien de la tolérance vis-à-vis d’ADN du soi.  

Une étude étonnante utilisant des souris vaccinées à différents moments de la journée (vaccin 

adjuvanté par des ligands TLR9), a montré que l’activité du TLR9 est dépendante du rythme 

circadien(213). Selon le moment de la journée où la vaccination s’est déroulée, les souris 

présentent, ou pas, un défaut de réponse adaptative, démontrant un rôle important du rythme 

régulant l’ensemble de phénomènes biologiques oscillant sur une période de 24h. 

 

2.  Du gène à la protéine 

 

Le gène du TLR9 est porté par le chromosome 3 chez l’homme et 9 chez la souris. Il mesure 

5,08 kb et possède deux exons. Un polymorphisme du TLR9 existe et certains SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism) sont associés à des risques accrus d’asthme(214), à la maladie de 

Crohn(215), à la survenue d’évènements indésirables lors de la grossesse de femmes infectées 

par Plasmodium falciparum(216), à l’augmentation de la transmission du virus HIV-1 à 

l’enfant pendant la grossesse(217) ou encore au risque de développer un cancer de 
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l’utérus(218). Certaines études ont montré une association entre un polymorphisme du TLR9 

et le risque de développer un LES(219) mais cela reste contradictoire(220). Malheureusement, 

les conséquences structurelles et fonctionnelles des variants associés aux SNP du TLR9 n’ont 

pas été étudiées systématiquement.  

Chez l’homme, cinq isoformes issues d’un épissage alternatif des transcrits du gène TLR9 

existent : TLR9-A, TLR9-B, TLR9-C, TLR9-D et TLR9-E(221,222). Chez les rongeurs, 

aucune étude jusqu’ici ne fait état d’isoformes du TLR9. Les variants du TLR9 donnent lieu à 

des protéines dont la taille diffère légèrement : les isoformes TLR9-C et TLR9-D possèdent 

respectivement 23 et 15 acides aminés (aa) de plus que le TLR9-A (qui compte 1032 aa) du 

coté N-terminal (N-ter) ; à l’inverse, le TLR9-B et le TLR9-E sont deux variants tronqués 

avec respectivement 42 et 15 aa de moins que la forme A. On peut néanmoins noter qu’une 

région de 975 aa est commune à tous les variants(223). Les isoformes du TLR9 semblent être 

exprimées de manière différente selon le type cellulaire, leur état de maturation, leur 

localisation tissulaire ou encore  le degré d’inflammation systémique(223). Néanmoins, toutes 

les isoformes du TLR9 semblent avoir la même capacité à lier leur ligand. Dans la suite de ce 

manuscrit et pour plus de compréhension, le terme TLR9 désignera l’isoforme A qui est la 

plus décrite.  

 

Conformation de la protéine TLR9 

Le TLR9 est une protéine de 1032 aa composée d’un domaine TIR, d’un domaine 

transmembranaire et d’un domaine de liaison avec le ligand riche en LRR (comptant en 

moyenne 24 résidus) (Figure 10). Les domaines LRR se regroupent sous forme de fer à cheval 

et, entre les domaines LRR 14 et 15 (approximativement au milieu de l’ectodomaine) se 

trouve  une longue insertion, la boucle Z(224). Cette forme décrite du TLR9 est sa forme 

« full-length » inactive. Elle est capable de lier les ligands mais n’initie pas le recrutement de 

MyD88(225). Un homodimère inactif peut être formé à partir de deux protéines « full-

length ».  

En absence de stimulation, le TLR9 réside dans le réticulum endoplasmique (RE). Sa 

migration vers les endosomes va se produire en réponse à une stimulation. C’est dans cet 

organite que va se dérouler le clivage protéolytique de la fraction N-ter du TLR9, au niveau 

de la boucle Z (en position 471) par de enzymes endosomales comme l’asparagine 

endopeptidase et les cathepsines. Ce clivage aboutit à la formation d’un TLR9 processé 

fonctionnel qui va permettre le recrutement de MyD88. Il est à noter que cette réaction est 

dépendante du pH acide retrouvé dans l’endosome(226). Récemment, des études ont 
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démontré que la fraction N-ter (acides aminés 1 à 471) reste associée à la fraction C-ter 

processée au niveau de la boucle Z dans les endolysosomes et que cette fraction est nécessaire 

à la signalisation induite par un ligand(227). Paradoxalement, une autre étude a montré que la 

fraction N-ter clivée pouvait réguler négativement le TLR9 en induisant la dégradation de 

celui-ci par des protéases aspartiques(228). Le rôle exact de la fraction N-ter reste encore à 

définir. Cette fraction peut aussi s’associer à une protéine TLR9 « full-length »(229).  

Le clivage du TLR9 à la position 723 donne lieu à la génération d’une forme soluble du TLR9 

(sTLR9) qui pourrait réguler partiellement le TLR9 endosomal(230). Ce sTLR9 n’est pas 

sécrété, ne contient pas le domaine de liaison à MyD88 mais contient la fraction N-ter du 

TLR9 « full- length ». L’enzyme responsable de la formation du sTLR9 reste inconnue mais 

l’on sait que ce clivage ne nécessite pas un environnement acide.   

 

La liaison d’un ligand à un dimère de TLR9 induit des changements allostériques au niveau 

des domaines TIR, un rapprochement des domaines transmembranaires et des changements de 

conformation des ectodomaines(205) permettant le recrutement du Myddosome aux domaines 

TIR. Il est à noter qu’à ce jour, seule la structure cristalline du domaine C-ter du TLR9 de 

souris a été établie(224). 
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Figure 10 : Structure de la protéine TLR9 localisée dans le réticulum endoplasmique ou 

dans l’endosome 

a. Représentation schématique du TLR9 « full-length » d’après(224). Les numéros 
représentent les LRR. Z-loop : boucle Z ; TM : domaine transmembranaire. 
b. Représentation des différentes formes du TLR9 (full-length et processée), associées ou non 
à la fraction N-ter clivée. RE : réticulum endoplasmique 
 

Adressage du TLR9 

La localisation des récepteurs aux acides nucléiques dans les compartiments endolysosomaux 

est déterminante pour la discrimination entre le soi et le non soi. Néanmoins, les mécanismes 

permettant cette localisation ne sont pas tous élucidés. Les TLR endosomaux sont reconnus 

par une protéine chaperonne : UNC93B1. Cette protéine est retrouvée dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et est essentielle pour l’adressage des TLR endolysosomaux depuis le 

RE vers l’appareil de Golgi(225) (Figure 11). UNC93B1 se lie aux TLR destinés à une 

localisation endosomale, dirige ces protéines vers l’appareil de Golgi via l’empaquetage dans 

des vésicules coatées de COPII (coat protein complex II) (transport antérograde classique des 

protéines entre le RE et l’appareil de Golgi). La fonction de UNC93B1 ne s’arrête pas là : 

cette protéine facilite aussi le transport des TLR7 et 9 depuis l’appareil de Golgi vers les 

endosomes via la mise en jeu respectivement des protéines adaptatrices AP4 ou 1 (adaptator 
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protein complex)(231,232). Contrairement au TLR7 qui rejoint directement les endosomes 

grâce à AP4, le TLR9 couplé à UNC93B1 rejoint la membrane plasmique de manière 

transitoire grâce à son interaction avec AP1(203). Le couple TLR9-UNC93B1 est ensuite pris 

en charge à la membrane par AP2 qui va permettre leur localisation endosomale. Ainsi, le 

TLR9 se trouve de manière transitoire à la surface de la cellule mais la conformation dans 

laquelle il se trouve reste inconnue. Le passage du TLR9 à la membrane durant son adressage 

est une découverte très récente et peu publiée, il faut donc rester prudent concernant cette 

affirmation. 

  

Pendant longtemps, on supposait que le TLR9 n’était pas dirigé vers l’appareil de Golgi car 

cette protéine est sensible à la digestion induite par l’endoglycosydase H (la résistance 

s’acquière après le passage par cette organelle)(233). Depuis 2009, il a été montré que cette 

caractéristique ne suffisait pas et que lorsque le transport des protéines du Golgi est inhibé, la 

signalisation induite par le TLR9 est elle aussi inhibée(231). 

Le signal induisant la translocation du TLR9 du RE vers les endolysosomes est déclenché lors 

de la rencontre de la cellule avec un ligand TLR9, pendant l’acheminement de ce ligand dans 

ce compartiment cellulaire(233). 

 

Figure 11 : Protéines chaperonnes et trafic intracellulaire des TLR7 et 9 d’après(203)
 

La protéine UNC93B1 achemine les TLR7 et 9 depuis le réticulum endoplasmique (ER) 
jusqu’à l’appareil de Golgi en facilitant leur incorporation dans les vésicules de COPII. 
Associé à cette protéine, le TLR9 rejoint la membrane plasmique grâce à la protéine AP1, 
puis l’endosome (en jaune) grâce à la protéine AP2. Le TLR7 rejoint directement l’endosome 
via la mise en jeu d’AP4. 
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Expression du TLR9 

Le TLR9 est exprimé par de nombreuses cellules immunitaires (monocytes, macrophages, 

neutrophiles, lymphocytes, DC, NK, lymphocytes T NK (NKT)) mais aussi par des cellules 

non immunes (cellules épithéliales pulmonaires, intestinales, de glande mammaire). Depuis sa 

découverte, le TLR9 est connu pour être exprimé et séquestré dans les endosomes afin 

d’éviter la reconnaissance d’Ag du soi et la survenue de maladie auto-immunes. Par exemple, 

une étude a montré que quand le TLR9 était artificiellement exprimé à la surface des cellules, 

il pouvait reconnaitre des ligands endogènes(212) et que les souris exprimant un tel récepteur 

mourraient d’une inflammation systémique(234). Depuis peu, de plus en plus d’études font 

état d’une expression du TLR9 à la surface de certaines cellules. Par exemple, il a été montré 

que les cellules issus d’amygdales et notamment celles exprimant le CMH de classe II et le 

CD19 exprimaient le TLR9 à leur surface(235). Cette équipe a aussi montré que parmi les 

PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells), les DC sont les cellules qui expriment le plus 

de TLR9 à leur surface. Des DC exprimant le TLR9 à leur surface ont aussi été retrouvées 

dans la rate de souris(227). Les LB sont aussi capables d’une telle expression(229,236). Il 

semblerait que le TLR9 de surface sur les LB soit incapable de lier son ligand artificiel et 

qu’il est associé au BCR(229). De plus, ce TLR9 de surface serait un régulateur négatif du 

TLR9 endosomal. Toutes ces publications montrent néanmoins que l’expression de surface du 

TLR9 est beaucoup moins importante que la fraction endosomale. 

A la surface des cellules épithéliales polarisées de l’intestin, selon où il est exprimé (surface 

apicale ou basolatérale), l’activation via le TLR9 est respectivement plutôt inhibitrice ou 

activatrice de la voie NFκB(237). Ce mécanisme serait une manière de maintenir 

l’homéostasie de l’intestin, où la surface apicale des cellules épithéliales est mise en présence 

constante avec des bactéries commensales, susceptibles d’être reconnues comme pathogènes.  

 

3.  Ligands agonistes et antagonistes du TLR9 

 

Les propriétés de stimulation du système immunitaire par de l’ADN bactérien ont été 

découvertes dans les années 1890 par le Dr. William Colley qui utilisait des lysats de 

bactéries vivantes ou inactivées pour traiter des tumeurs(238). C’est seulement dans les 

années 1980 qu’une équipe a identifié l’ADN bactérien comme le principal composant actif 

de ces lysats(239) et en 2000 que le TLR9 a été identifié comme son récepteur. 
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a) Les ligands synthétiques du TLR9 

Les effets de l’ADN peuvent être mimés par des oligonucléotides synthétiques simple brin 

riches en motif CpG : les CpG-ODN. Il est à noter que les même ODN portant des motifs 

GpC ne sont pas activateurs. L’activation cellulaire par les CpG-ODN induit la surexpression 

du CMH de type II et de molécules de costimulation, la présentation de l’antigène par les 

CPA, la production de cytokines type Th1, de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-8, IL-

6) et d’IFN de type I par les pDC(240). Différentes classes d’ODN ayant des séquences et des 

activités biologiques distinctes ont été créées :  

- les CpG-ODN de classe A (aussi appelés classe K) sont composés d’une 

séquence palindromique phosphodiester (liaison P=O) centrale ainsi qu’une queue 3’ poly-G 

phosphorothioate (liaison P=S) leur permettant de former des structures secondaires et leur 

conférant une résistance aux nucléases. Ces structures permettent une forte stabilité et 

augmente la prise en charge de ces ODN vers l’endosome. Les CpG-ODN de classe A ont la 

capacité d’induire la maturation des pDC et leur production d’IFN de type I mais sont de 

mauvais activateurs de la voie NFκB.  

- Les CpG-ODN de classe B (aussi appelés classe D) sont des ODN 

monomériques à squelette phosphorothioate contenant un ou plusieurs dinucléotides CpG. Ils 

peuvent activer différentes cellules, induire la production de cytokines pro-inflammatoires, 

induire la prolifération et la maturation des LB, mais n’induisent pas ou peu la production 

d’IFN de type I. 

- Les CpG-ODN de classe C combinent la structure et les effets des deux 

classes précédentes. Ils peuvent former des structures secondaires ou tertiaires (type dimère) 

grâce à leur squelette phosphorothioate et possèdent un motif palindromique contenant des 

CpG. Cette classe d’ODN permet la production d’IFN de type I ainsi que l’activation des LB 

et DC.  

Il existe par ailleurs des ODN synthétiques antagonistes. Par exemple, ceux contenant des 

motifs formés de plusieurs G (G-ODN) inhibent l’activation induite par le TLR9. 

 

b) Les ligands naturels PAMP et DAMP 

De manière générale, le TLR9 est décrit comme un récepteur à l’ADN viral ou bactérien riche 

en motifs CpG hypomethylés. La méthylation de l’ADN, notamment sur les cytosines est 

importante pour la discrimination entre l’ADN endogène et exogène. Les motifs CpG 

(succession de desoxycytosines et desoxyguanines séparées par un phosphate) présents dans 
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l’ADN de vertébrés tendent à disparaitre avec l’évolution(241) (on parle de phénomène de 

suppression des CG). Ainsi l’ADN de vertébrés comporterait moins de motifs CpG mais plus 

méthylés que l’ADN de pathogène, permettant à l’organisme de les différencier.   

Les ADN naturels ne peuvent pas être classifiés comme les ODN synthétiques. Les 

nucléotides naturels sont reliés par des ponts phosphodiester. Il a été montré que ce squelette 

phosphodiester déterminait la reconnaissance de l’ADN par le TLR9(242). De plus, le TLR9 

peut lier et être activé constitutivement par les ADN dépourvus de motifs CpG lorsqu’ils sont 

présents en grand nombre dans l’endosome(243). Ces résultats montrent que la 

reconnaissance de l’ADN par le TLR9 est plus dépendante de la nature du squelette que de sa 

composition en CpG. Ceci pourrait expliquer pourquoi le TLR9 peut reconnaitre de l’ADN du 

soi dans certaines circonstances. Par ailleurs, quelques études ont montré que le TLR9 pouvait 

reconnaitre des ADNsb même dans le cas où ils sont pauvres en CpG et que ce phénomène est 

dépendant du pH endosomal(226). De plus, le TLR9 peut reconnaitre des hybrides 

ARN/ADN retrouvés lors de la réplication des ADN viraux(244). Enfin, la reconnaissance de 

l’ADN peut dépendre de son association à des protéines. 

 

La reconnaissance de l’ADN est essentielle pour lutter contre les pathogènes mais peut aussi 

induire des réponses auto-immunes. Parmi les ligands naturels du TLR9, en plus des ADN 

dérivés de pathogènes, on retrouve des ligands endogènes, de l’ADN du soi ou encore des 

DAMP. Par exemple, le TLR9 peut reconnaitre de l’ADN nucléaire du soi lorsqu’il est sous 

forme de CI(61,245) ou complexé avec des peptides anti-microbiens(91,246). A l’inverse, le 

TLR9 ne reconnait pas l’ADN présent dans les nucléosomes extracellulaires, un auto-Ag 

lupique, où l’ADN est protégé par les histones(247). 

Les DAMP sont des molécules relarguées après une atteinte tissulaire. Ils peuvent être de 

nature protéique (issus du noyau, des membranes, du cytoplasme, du RE) ou peuvent être des 

acides nucléiques (ADN, ARN, nucléotides). Les mitochondries proviennent de 

l’endosymbiose d’une bactérie avec une cellule eucaryote. L’origine bactérienne de cette 

organelle explique pourquoi l’ADN mitochondrial (ADNmt) contient de nombreux motifs 

CpG hypomethylés. L’ADNmt, quand il est relargué par les cellules en apoptose, nécrose, 

autophagie ou lors de blessures du tissus est considéré comme un DAMP. Il peut être reconnu 

par le TLR9 dans sa forme entière(248). D’autres études on montré que l’ADNmt fragmenté 

peut induire la production d’IFN-α par les pDC, notamment s’il est associé à des peptides 

anti-microbiens comme le LL-37(249). Néanmoins, les auteurs de cet article ont montré une 

co-localisation de l’ADNmt fragmenté avec le TLR9 dans les endosomes, mais ils n’ont pas 
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décrit de preuve directe de leur interaction.  

Un autre type de DAMP reconnu par le TLR9 sont les histones. En effet, une étude de 2011 

utilisant un modèle d’ischémie/reperfusion hépatique a révélé que les histones 

extracellulaires, notamment l’histone H4 interagissaient directement avec le TLR9, ayant pour 

conséquence une activation des cellules immunitaires(250). Dans ce modèle ainsi que dans un 

modèle de septicémie(251), des histones extracellulaires sont retrouvées en forte 

concentration dans la circulation et sont considérées comme des DAMP. 

D’autre part, certains DAMP protéiques associés à l’ADN peuvent potentiellement moduler 

les réponses induites par le TLR9. C’est le cas pour HMGB1 qui est une protéine nucléaire 

associée à l’ADN et relarguée par les cellules nécrotiques. Elle est considérée comme une 

alarmine. Une étude a montré qu’HMGB1 pouvait se lier à des CpG-ODN ou à de la 

chromatine sous forme de CI et que ces complexes augmentaient considérablement 

l’activation des DC via le TLR9(252). Néanmoins, une autre étude a montré que HMGB1 

pouvait restreindre l’activation et les réponses cytokiniques des pDC à des ligands TLR9 

libres (synthétiques ou viraux)(253). Ainsi, le rôle de HMGB1 dans les mécanismes 

d’activation cellulaire via le TLR9 doit encore être éclairci. Cette protéine est tout de même 

décrite comme inductrice des réponses immunes inflammatoires notamment par son 

interaction avec les TLR2/4 ou RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts).  

 

L’ADN de placenta et de fœtus sont deux types d’ADN naturels potentiellement reconnus par 

le TLR9. Par exemple, les ADN du placenta possèdent des CpG hypométhylés. Cet ADN est 

retrouvé dans la circulation des femmes ayant eu des accouchements avant terme ou souffrant 

de pré-éclampsie (pathologie répandue durant la grossesse caractérisée par une élévation de la 

pression artérielle). Une étude a montré que l’ADN fœtal peut entrainer des réactions 

inflammatoires comme la production d’IL-6 par les PBMC(254). De manière plus 

intéressante, les auteurs de cette étude ont montré que l’injection d’ADN foetal à des souris 

gestantes induit des naissances avant terme. Ce résultat est aussi retrouvé après injection de 

CpG-ODN et est abrogé chez des souris déficientes pour le gène du TLR9. Ainsi, la 

reconnaissance de l’ADN fœtal par le TLR9 maternel pourrait être à l’origine de certains 

problèmes ayant lieu durant la grossesse. 

 

Les organismes possèdent d’autres moyens de reconnaitre l’ADNdb que la voie du TLR9. Par 

exemple, de l’ADNdb bactérien transfecté dans des monocytes et des macrophages, ou encore 

de l’ADN de vertébrés transfecté dans des DC(255) sont reconnus mais indépendamment du 
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TLR9. Par ailleurs, la reconnaissance de la chromatine, fort auto-Ag du lupus, est 

indépendante du TLR9(247) et, lorsqu’elle est sous forme de CI, la chromatine peut activer 

les DC dépendamment ou indépendamment du TLR9 (via le FcγRIII)(245). Une autre étude a 

montré que si de l’ADN génomique était associé à LL-37, il induisait la production d’IFN de 

type I par les monocytes via l’engagement de STING (Stimulator of IFN genes) et 

indépendamment du TLR9(256). DAI (DNA dependent activator of IFN), AIM2 (absent in 

melanoma 2) et LRRFIP1 (Leucine Rich Repeat (In FLII) Interacting) sont des exemples de 

senseurs intracellulaires de l’ADNdb différents du TLR9. A la surface cellulaire, DEC-

205(CD205) est exprimé par les DC et est capable de reconnaitre des CpG-ODN de type 

B(257). 

En conclusion, le TLR9 n’est pas seulement un récepteur à l’ADN dérivé de pathogènes ; il 

peut reconnaitre d’autres ligands (du soi par exemple). De plus, les ADN peuvent être 

reconnus par des récepteurs autres que le TLR9, ce qui complexifie la compréhension des 

mécanismes de reconnaissance des DAMP et PAMP. 

 

4. Activation et immuno-modulation cellulaires induites par le TLR9 

 

Comme décrit précédemment, selon le type cellulaire et le type de ligand reconnu, les 

réponses induites par le TLR9 vont être différentes. L’activation du TLR9 par des ligands 

naturels ou artificiels conduit toujours à l’activation de la voie NFκB ou IRF3/7 et induit la 

production de cytokines pro-inflammatoires ou de la famille des IFN de type I.  

De manière générale, les ligands du TLR9 vont activer les DC, augmenter l’expression de 

molécules de costimulation et induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires(211). 

L’effet de ces ligands sur les pDC se traduit par une production d’IFN-I caractéristique, ce qui 

va mener à la différenciation des monocytes vers un phénotype de DC inflammatoires. Ces 

CPA vont favoriser la réponse Th1 et T CD8 cytotoxique. Néanmoins, il a été montré que 

l’activation des pDC par des ligands TLR9 peut induire des phénomènes de tolérance, via la 

génération de Treg FoxP3+ producteurs d’IL-10(258). De plus, les DC stimulées par des 

ligands TLR9 ont une expression accrue d’IDO, enzyme aux propriétés 

immunorégulatrices(103). 

 

Des CI composés d’ADN peuvent induire fortement l’activation des LB (prolifération et 

production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 et le TNFα)(239). Des ligands 
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synthétiques du TLR9 induisent la maturation et la prolifération des LB naïfs, augmentent les 

capacités à présenter les Ag et induisent la production de cytokines pro-inflammatoires et 

chimiokines (IL-8 notamment)(259). Ces ligands sont aussi capables d’induire la 

différenciation des LB en LB mémoire et en plasmocytes(259). Par ailleurs, plusieurs études 

montrent qu’en plus de la production de cytokines pro-inflammatoires, les LB (naïfs, matures 

et mémoires)  peuvent sécréter de l’IL-10, en réponse à des ligands TLR9 synthétiques ou 

dérivés de cellules apoptotiques(259,260), suggérant un rôle immunorégulateur du TLR9. 

 

Peu de données sont connues concernant la régulation du TLR9 dans les neutrophiles. On sait 

néanmoins que le GM-CSF induit une surexpression du TLR9 dans ces cellules et augmente 

leur capacité de phagocytose(255), permettant ainsi une meilleure prise en charge des ligands. 

Il a été montré que le CpG-ODN pouvaient induire une sortie des neutrophiles depuis la 

moelle osseuse lorsqu’il était injecté en intra-veineuse (IV) chez la souris(82). Des ADN 

viraux et bactériens ainsi que des ligands synthétiques (riches en motifs CpG ou non) sont 

capables de recruter les neutrophiles sur un site inflammatoire(261). Ceci est rendu possible 

par la perte d’expression des L-selectines (impliquées dans les liaisons faibles à 

l’endothélium) et du récepteur à l’IL-8, de leur surexpression de CD11b ainsi que 

l’augmentation de leur capacité d’adhérence aux cellules endothéliales(255,262) et ce de 

manière TLR9-dépendant. La présence de ligands TLR9 induit la production de cytokines 

pro-inflammatoires par les PNN, principalement de l’IL-8 (ou MIP-2 chez la souris) mais 

aussi du TNFα et de l’IL-6. Ils augmentent aussi l’activité phagocytaire des PNN et amorcent 

la production de superoxides par ces cellules. De manière intéressante, l’activation des PNN 

par des ligands TLR9 inhibe l’apoptose de ces cellules(263) et prolonge ainsi leur durée de 

vie. 

 

Le TLR9 peut collaborer avec d’autres TLR pour amplifier ou au contraire inhiber l’activation 

cellulaire. Par exemple, l’activation conjointe des TLR3 et 9 par des ligands synthétiques 

conduit à une production synergique de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, TNFα, IL-6) par 

les macrophages(264). Une étude utilisant des souris double-déficientes pour le TLR9 et le 

TLR2 montre que ces deux récepteurs collaborent pour lutter contre certaines bactéries(265). 

De manière plus intéressante, une collaboration étroite entre les TLR endosomaux est décrite. 

Cette interaction semble être plus inhibitrice qu’activatrice. Par exemple, il a été montré que 

la production d’IFN de type I induite par l’activation du TLR9 dans les PBMC est inhibée par 

des agonistes du TLR7 et 8(266). De plus, le TLR9 contrôle l’activation induite par le TLR7 
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sur les LB chez la souris(210). Cette dernière étude montre aussi que le TLR8 restreint 

l’activation des DC induite par le TLR7, suggérant que le TLR8 est fonctionnel chez la souris. 

Ainsi, selon le type cellulaire, le TLR7 est contrôlé par le TLR9 ou par le TLR8.  

 

5. Implication du TLR9 dans la polyarthrite rhumatoïde et le LES  

 

L’idée que les pathologies induites par des pathogènes puissent être dépendantes des TLR est 

facilement concevable. Dans d’autres pathologies, où l’origine bactérienne et/ou virale est 

partielle ou non décrite (certaines maladies auto-immunes par exemple), l’implication des 

TLR peut exister via la reconnaissance d’Ag du soi ou de pathogènes associés à ces maladies.  

 

a) Implication du TLR9 dans la polyarthrite rhumatoïde.  

α. Rôle des TLR et du TLR9 chez les patients PR. 

Comme décrit précédemment, certains pathogènes (viraux ou bactériens) peuvent moduler, 

exacerber ou être concomitants à la survenue de la PR. Ces pathogènes peuvent être de 

manière évidente la cible des TLR. Plusieurs études ont tenté de mettre en évidence une 

association entre un polymorphisme nucléotidique des TLR et les caractéristiques cliniques de 

la PR mais le succès reste mitigé à ce jour(267). Cependant, il est clair que certains TLR sont 

fortement exprimés dans la PR notamment par les PBMC, les tissus synoviaux et les cellules 

infiltrées dans l’articulation(268). Il a été montré que l’activation de certains TLR (2/3/4) 

exprimé par les fibroblastes synoviaux induisait une forte production de cytokines pro-

inflammatoires ou de MMP, et que ces cellules pouvaient exacerber les réponses 

Th1/Th17(269). De plus, de nombreux ligands endogènes potentiellement reconnus par les 

TLR sont retrouvés chez les patients, tout particulièrement dans l’articulation (fibrinogène, 

HMGB1, ADN extracellulaire). Ces ligands endogènes présents dans l’articulation ou 

relargués pendant les processus inflammatoires pourraient contribuer à la maintenance de 

l’inflammation chronique caractéristique de la PR. 

 

Concernant l’implication du TLR9 dans la PR, un polymorphisme de ce récepteur associé à 

un risque accru de développer cette pathologie a été retrouvé dans une population de patients 

PR turcs(270). Cependant, aucune autre étude de plus grande ampleur et sur d’autres 

populations n’a pu mettre en évidence une telle association. Depuis les années 1950, des anti-

paludéens sont utilisés dans la PR pour leurs propriétés anti-inflammatoires, en association 
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avec d’autres traitements de fond. L’effet de ces médicaments passe par l’inhibition des TLR 

endosomaux, comme la chloroquine qui inhibe l’acidification des endosomes et interagit avec 

les acides nucléiques rendant impossible leur liaison avec les TLR endosomaux(271,272). 

Toutefois, l’emploi des anti-paludéens est aujourd’hui limité, essentiellement dans le 

traitement des formes débutantes et peu actives de la PR. Nous savons que le TLR9 est 

fortement exprimé dans les cellules de patients PR, notamment dans la synoviale 

(fibroblastes, DC, macrophages, LB)(223,271). De l’ADN extracellulaire présent dans les 

articulations de patients(273) et de l’ADN riche en motifs CpG retrouvé dans le sang(274) 

pourraient être des ligands du TLR9. D’autres molécules comme la LL-37 sont retrouvées en 

grandes quantités dans les articulations et pourraient amplifier ou induire l’activation 

cellulaire via le TLR9(271). De manière intéressante, certaines cellules impliquées dans la 

physiopathologie de la PR sont sensibles aux ligands TLR9. Par exemple, les précurseurs des 

ostéoclastes et les ostéoblastes expriment le TLR9 et sont sensibles à son activation. Plusieurs 

études in vitro sur des cellules de souris ont montré que les CpG-ODN, grâce à l’induction de 

TNF-α, favorisent l’ostéoclastogénèse de cellules déjà engagées dans ce processus alors qu’ils 

inhibent la différenciation ostéoclastique lors des phases précoces (par inhibition de 

l’expression des récepteurs du M-CSF)(275,276). La différenciation en ostéoclaste peut par 

ailleurs être accentuée grâce à une synergie entre les TLR, par exemple lorsque les pathogènes 

sont peu présents dans l’environnement(277). 

Pour résumer, aucune étude n’a clairement démontré l’implication du TLR9 dans la 

physiopathologie de la PR, bien qu’il y ait de nombreux soupçons. Le rôle de ce récepteur 

dans cette pathologie reste définir. 

 

β. Rôle des TLR et du TLR9 dans les modèles animaux d’arthrite. 

Dans la plupart des modèles animaux de PR, l’arthrite est induite ou amplifiée via l’activation 

des réponses inflammatoires grâce à des bactéries inactivées ou des dérivés bactériens. Ceci 

suggère fortement l’implication des PRR dans le développement des arthrites. Il est 

clairement établi que le CFA utilisé dans le modèle d’AEC contient des PAMP capables 

d’activer les TLR (ceci a été montré pour le TLR2(278)). L’inhibition du TLR4 dans ce même 

modèle protège les souris du développement des arthrites cliniques et de la destruction 

articulaire mais ne modifie pas la réponse anti-collagène par l’immunité adaptative(268). 

D’autre part, certaines équipes injectent du LPS après l’immunisation (28 jours après la 

première immunisation en général) dans le protocole d’AEC afin d’amplifier fortement le 
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développement des arthrites. Dans le modèle de transfert de sérum arthritogénique de souris  

K/BxN, il a été montré que l’injection de ligands TLR4 en intra-péritonéal aggravait les 

arthrites de la souris receveuse(279). Par ailleurs, les souris n’exprimant pas l’IL-1Ra 

développent des arthrites spontanées sauf si elles sont débarassées de leur flore intestinale 

(souris « germ-free »), suggérant l’implication cette flore dans le développement de la 

maladie. De manière intéressante, les souris n’exprimant ni le TLR2 ni l’IL-1Ra développent 

des arthrites plus sévères que les simples IL-1Ra déficientes et les souris TLR4-/-IL-1Ra-/- 

développent des arthrites moins sévères(268). Ainsi, les différents TLR peuvent avoir des 

effets protecteurs ou aggravateurs dans l’arthrite. 

L’implication des TLR endosomaux reste relativement peu étudiée dans les modèles 

d’arthrite. On sait néanmoins que les souris n’exprimant pas le TLR7 présentent des arthrites 

moins sévères dans un modèle d’AEC(280). Néanmoins, cette étude présente un biais puisque 

les souris sauvages utilisées ici ne dérivent pas de la même descendance que les souris TLR7-

/-. De plus, l’induction d’une tolérance du TLR7 diminue la sévérité des arthrites dans le 

modèle de transfert de sérum K/BxN(281). On peut ainsi dire que le TLR7 a un rôle aggravant 

dans le développement de cette maladie. 

 

Concernant le TLR9, plusieurs études ont suggéré que ce récepteur pourrait être impliqué 

dans le développement de la maladie. Par exemple, la seule injection intra-articulaire (IA) 

d’ADN bactériens riches en motifs CpG chez la souris C57BL/6 induit des arthrites(282). 

Dans un modèle chez le rat Lewis, l’ajout de ligands TLR9 dans l’émulsion ou l’injection 

intradermique de CpG-ODN aggravent la maladie(283,284). Cette aggravation est aussi 

retrouvée dans un modèle d’AEC chez la souris DBA/1(285). L’équipe de Gunter Steiner a 

utilisé des splénocytes de rats arthritiques stimulés ex vivo par des séquences d’acides 

nucléiques (ADN ou ARN) spécifiques. Le transfert adoptif de ces cellules à des rats naïfs 

induit des arthrites. D’autre part, lorsque les splénocytes sont stimulés avec des CpG-ODN ou 

avec de l’imiquimod (ligand TLR7), on observe aussi un développement des arthrites après le 

transfert adoptif de ces cellules à des rats naïfs(286). Ces résultats suggèrent que les TLR7 et 

9 sont impliqués dans ce phénomène. 

L’équipe de Klinman a elle aussi beaucoup étudié l’effet de l’administration de CpG-ODN 

dans le développement des arthrites. Dans une étude de 2002, cette équipe a injecté dans 

l’articulation de souris BALB/c naïves des CpG-ODN ou des antagonistes du TLR9(287). Ils 

ont observé que l’injection d’antagonistes n’a aucun effet alors qu’une injection de CpG-ODN 

induit à elle-seule le développement d’arthrites inflammatoires localisées dans l’articulation 
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injectée. La dose arthritogénique dans cette étude est de 25µg de CpG-ODN par articulation. 

Lorsque cette injection est suivie d’une injection d’antagonistes du TLR9, les arthrites sont 

fortement diminuées. Ce phénomène est accompagné d’une réduction locale de l’ARNm 

codant pour le TNFα. En 2003, cette même équipe a voulu savoir si l’injection systémique de 

CpG-ODN ou d’antagonistes pouvait influencer le développement de la maladie. Pour cela, 

ils ont injecté des CpG-ODN ou des antagonistes du TLR9 en intra-péritonéale (IP) à des 

souris BALB/c naïves suivi d’une deuxième injection en IA de CpG-ODN (288). Ils ont 

observé que la co-injection de CpG-ODN augmentait la sévérité des arthrites. De plus, le 

transfert adoptif des splénocytes de ces souris à des souris injectées avec une dose sub-

arthritogène de CpG-ODN en IA induit le développement d’arthrites. Parallèlement, lorsque 

l’injection de CpG-ODN en IA était précédée d’une injection d’antagonistes en IP, les souris 

étaient protégées des arthrites. Ainsi, l’administration systémique d’antagonistes du TLR9 

inhibe la maladie. En 2004, L’équipe de Klinman a étudié ces mêmes phénomènes dans un 

modèle d’arthrite classique, à savoir l’AEC chez la souris DBA/1(289). L’injection IP 

d’antagonistes du TLR9 pendant la phase d’immunisation par le collagène diminue la sévérité 

des arthrites. De plus, ces antagonistes inhibent la production d’Ac anti-collagène ainsi que le 

taux d’IFN-γ dans les sera. Néanmoins, l’injection de CpG-ODN classiques dans le même 

protocole n’induit pas d’aggravation des arthrites. 

L’ensemble de ces études suggère que le TLR9, lorsqu’il est stimulé par des ligands naturels 

(ADN bactériens) ou synthétiques, aggrave ou promeut les arthrites dans des modèles 

animaux. Néanmoins, cette démonstration reste indirecte car elle est basée sur la stimulation 

du TLR9 par des ligands et ne reflète pas l’action directe de ce récepteur. En effet, le rôle du 

TLR9 dans l’AEC n’a jamais été étudié dans des souris TLR9-KO. De plus, comme décrit 

plus haut, certains ligands pourraient activer d’autres récepteurs que le TLR9. 

 

Quelques études suggèrent cependant que des ligands TLR9 ont des effets protecteurs dans 

l’arthrite. Par exemple, l’équipe de Diane Mathis et Christophe Benoist a démontré que 

l’injection de CpG-ODN de classe B en IP avant un protocole de transfert de sérum de souris 

K/BxN diminuait la sévérité des arthrites(279). Cette observation n’a pas été faite avec tous 

les CpG-ODN de classe B utilisés mais est dépendante du TLR9 (démontré par l’utilisation de 

souris déficientes pour le TLR9 où l’effet protecteur n’est plus observé). Une autre étude 

évoque l’effet protecteur des ligands TLR9 : l’injection en IV de thymocytes apoptotiques 

diminue les arthrites dans un modèle d’AEC chez la souris(260). Cette protection est 

dépendante des récepteurs à l’ADN car les souris ne sont plus protégées de l’arthrite si les 
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cellules apoptotiques sont traitées avec de la DNAse. L’équipe instigatrice de cette 

publication suggère que ce phénomène est dû à la capacité des cellules apoptotiques d’induire 

des phénomènes de tolérance (production d’IL-10 par les LB) via la stimulation du TLR9. 

Néanmoins, nous savons que le TLR9 n’est pas le seul récepteur à reconnaitre l’ADN et que 

les cellules apoptotiques présentent de nombreuses molécules susceptibles d’être reconnues.  

 

Pour conclure, le rôle du TLR9 dans le développement des arthrites dans des modèles 

animaux n’est pas encore clair et peut parfois être contradictoire selon le ligand utilisé, le 

modèle, et le protocole. La Figure 12 résume les connaissances actuelles sur l’implication 

possible du TLR9 dans la PR et ses modèles animaux.  

Figure 12: Implications possibles du TLR9 dans la PR et ses modèles animaux 

 

b) Rôle du TLR9 dans le LES 

La PR et le LES sont des maladies auto-immunes inflammatoires d’origine multifactorielle, 

dont le processus pathogène résulte d’une combinaison de facteurs génétiques et de facteurs 

environnementaux. D’un point de vue physiopathologique, la réponse humorale joue un rôle 
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majeur dans ces deux maladies, plus particulièrement au cours du LES dont la plupart des 

manifestations est la conséquence du dépôt tissulaire des CI. Ce phénomène serait dû à une 

exposition prolongée du système immunitaire à des protéines devenues immunogènes à la 

suite d’un défaut d’élimination des cellules apoptotiques et de modifications post-

traductionnelles. La dérégulation de l’élimination des cellules apoptotiques serait provoquée 

en partie par un manque de C1q. De forts taux d’IFN-α induisent la maturation des DC et 

l’activation des LT helper qui vont stimuler les LB auto-réactifs. Les auto-Ac retrouvés dans 

le LES sont dirigés contre des composants du noyau (nucléosomes, histones, ADN, ARN). Il 

a été suggéré que les forts taux d’IFN-α caractéristiques du LES auraient pour origine une 

activation des TLR3, 7 et 9 dans les pDC. Il est clairement établi que le TLR7 est impliqué 

dans cette pathologie car les souris déficientes pour le TLR7 ne produisent plus d’auto-Ac 

anti ARN et sont protégées du développement de la maladie(290). Le rôle du TLR9 dans le 

lupus s’avère être plus compliqué. Il a été montré que les souris déficientes pour le TLR9 

développent un lupus plus sévère que les souris sauvages(290). Ce phénomène serait dû au 

fait que le TLR9 restreint l’activité du TLR7, qui lui est pathologique dans le lupus(210,291). 

Le TLR8 est lui aussi impliqué dans la répression du TLR7 dans ce modèle. De plus, l’équipe 

de Schlomchik a montré que la reconnaissance de l’ADN par le TLR9 était essentielle à la 

génération d’auto-Ac anti ADN dans ce modèle(292) et que le TLR9 régule la production 

d’auto-Ac induite par le TLR7(293). Par ailleurs, il semblerait que l’ADN reconnu par les 

auto-Ac soit riche en motifs CpG et les CI formés de cet ADN sont activateurs des réponses 

immunes(239,245). 

 Les études faites chez l’homme comme chez la souris montrent un rôle important des TLR 

endosomaux pour l’activation cellulaire dans le lupus ainsi que la reconnaissance de l’ADN et 

de l’ARN sous forme de complexes immuns. Bien que de nombreux mécanismes 

moléculaires et cellulaires soient communs à la PR et au LES, ce sont deux pathologies 

distinctes ayant des caractéristiques cliniques et des origines différentes. On peut toutefois 

envisager que différents TLR et ligands soient impliqués dans ces deux pathologies.  
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L’immunité adaptative joue un rôle important dans le développement de la PR mais de plus en 

plus d’études dévoilent la contribution de l’immunité innée dans cette pathologie. Néanmoins, 

tous les mécanismes mettant en jeu l’immunité innée ne sont pas encore élucidés, ni à quel(s) 

stade(s) de la maladie ils sont impliqués, comme par exemple la contribution des TLR ou de 

certains facteurs du complément dans la PR. On sait que les facteurs environnementaux et en 

particulier certains agents infectieux favorisent le développement de cette maladie. Tous les 

ligands naturels du TLR9 dérivés de ces agents pathogènes ne sont pas connus et ce récepteur 

peut reconnaitre de ligands endogènes comme de l’ADN du soi ou d’autres DAMP. Les 

données concernant l’implication du TLR9 dans la PR restent contradictoires et sont 

indirectes à cause de l’utilisation de ligands TLR9 en particulier dans les modèles animaux. 

Par exemple, les souris TLR9-KO n’ont jamais été étudiées dans l’AEC. Pour ces raisons, le 

TLR9 est un bon candidat d’étude mais reste peu examiné dans la PR. De plus, l’idée que 

l’expression du TLR9 est uniquement endosomale est remise en cause. Les PNN (fortement 

activés et présents dans l’articulation des patients) expriment le TLR9 et sont activés par 

certains des ligands de ce récepteur. Ces cellules pourraient par ailleurs posséder d’autres 

fonctions que celles communément admises, comme par exemple la production de cytokines 

décrites comme exclusives à un autre type cellulaire. Un autre acteur majeur de l’immunité 

innée est le système du complément. Le complément est activé dans la PR mais les 

mécanismes et stimuli impliqués sont mal connus. C1q est activé par des CI, formés dans 

certains cas d’ACPA, mais peut être mis en jeu indépendamment de ces complexes. Il a été 

suggéré que C1q ne jouait pas de rôle dans deux modèles d’arthrites chez la souris, modèles 

qui ne nécessitent pas d’immunisation active (transfert de sérum de souris K/BxN et CAIA) 

mais qui sont dépendants des Ac. Ainsi, l’implication de cette protéine dans les phases 

précoces de la maladie n’a jamais été évaluée, par exemple avant la production d’auto-Ac ou 

dans un modèle d’arthrite qui nécessite une immunisation active. 

 

Nos objectifs sont multiples mais tous centrés sur la compréhension de nouveaux mécanismes 

de l’immunité innée qui pourraient être impliqués dans la PR.  

 

Nous avons tout d’abord cherché à mieux caractériser l’activité du TLR9 en nous focalisant 

sur les PNN et à définir la réponse de ces cellules inflammatoires. Nous rapportons ici des 

fonctions non classiques des PNN, comme l’expression d’un TLR9 fonctionnel à leur surface 

cellulaire ou la production d’IFN-α. Ces fonctions pourraient participer aux phénomènes 
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inflammatoires retrouvés dans la PR ou le LES. L’article I et l’article IV décrivent ces 

nouvelles caractéristiques.  

 

En parallèle, nous avons évalué la contribution directe du TLR9 ou de la protéine C1q dans la 

PR (articles II et III). Nous avons évalué le rôle de ces molécules dans le développement de 

l’AEC, qui est un modèle permettant l’étude des phases de la maladie précédant 

l’immunisation et où une immunisation active est nécessaire. En parallèle, nous avons évalué 

la contribution de ces deux molécules en analysant l’expression du TLR9 chez les patients PR 

et en mesurant la capacité les leucocytes du sang de patients à lier C1q, ce qui permet 

d’estimer l’expression de tous les récepteurs à C1q et qui pourrait être le reflet de 

l’inflammation systémique. 
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I. ARTICLE n°1 

Primary blood neutrophils express a functional cell surface Toll-like 

receptor 9 

Dennis Lindau*, Julie Mussard*, Britta J.Wagner, Matthieu Ribon, Viktoria M. Rönnefarth, 

Maude Quettier, Ivan Jelcic, Marie-Christophe Boissier, Hans-Georg Rammensee, Patrice 

Decker. 

Eur. J. Immunol, 2013. 43 :2101-2113 

*contribution égale 
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Les neutrophiles humains primaires expriment un TLR9 de surface fonctionnel. 

 

Avant la publication de ce travail, quelques données existaient quant à l’expression d’un 

TLR9 à la surface des cellules (LB, DC, cellules d’amygdale, monocytes) mais aucun de ces 

travaux n’avait étudié l’activité de ce récepteur à la membrane plasmique et aucune donnée 

concernant les neutrophiles n’existaient. L’idée générale était que le TLR9 est séquestré dans 

les compartiments endolysosomaux afin d’éviter la reconnaissance d’Ag du soi. La preuve 

étant que l’expression artificielle du TLR9 à la surface des cellules induit une reconnaissance 

d’ADN de mammifère et une inflammation létale. De plus, la translocation forcée d’ADN de 

mammifère dans les endosomes induit une activation cellulaire en partie dépendante du 

TLR9(294).  

 

L’objectif de cette étude était de déterminer si les neutrophiles primaires humains (donneurs 

sains) ou de souris exprimaient ex vivo un TLR9 à leur surface. Nous nous sommes aussi 

intéressés à la fonctionnalité de ce TLR9 de surface, via plusieurs approches: 

 - Le TLR9 de surface exprimé par les neutrophiles est-il capable de lier son ligand ? 

 - Ce TLR9 est-il capable d’activer les neutrophiles, comme c’est le cas pour le TLR9 

endosomal ? 

Pour la première fois, nous avons montré par cytométrie en flux et par microscopie confocale 

que les PNN primaires humains et de souris expriment un TLR9 de surface, en plus de la 

fraction endosomale. Ce signal n’est pas observé à la surface des cellules issues de souris 

TLR9-KO. Ce TLR9 de surface est capable de lier son ligand (CpG-ODN) lorsque celui-ci est 

libre ou immobilisé sur une surface plastique. La fixation du ligand n’est pas observé à la 

surface des cellules de souris TLR9-KO. La fonctionnalité du TLR9 de surface a été montrée 

par l’étude de l’activation des neutrophiles : le TLR9 de surface est capable d’activer les 

neutrophiles l’exprimant car lorsque la fraction endosomale est inhibée ou si le ligand est 

immobilisé, les neutrophiles sécrètent de l’IL-8 en réponse au CpG-ODN. 

Ainsi, cette étude montre qu’en plus des LB, des monocytes ou des DC, les neutrophiles 

expriment à leur surface le TLR9 qui pourrait potentiellement reconnaitre des ligands 

atypiques ou des DAMP. Il s’agit de la pemière étude prouvant que ce TLR9 de surface est 

fonctionnel. 
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II. ARTICLE n°2  

Inflammation Develops in a Toll-like Receptor 9-Independent Manner in 

Experimental Arthritis and Rheumatoid Arthritis  

Julie Mussard, Matthieu Ribon, Gaëlle Clavel, Marie-Christophe Boissier and Patrice Decker 

 

Article en préparation 

 

Travaux présentés oralement (International Congress of Autoimmunity, Nice, 2014) et par 

affiche (American College of Rheumatology, Boston, 2014 ; European Workshop for 

Rheumatology Research, Lisbonne, 2014) 
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L’inflammation se développe indépendamment du TLR9 dans l'arthrite expérimentale 

et la polyarthrite rhumatoïde. 

 

Le rôle du TLR9 dans le développement et/ou le maintien de l’inflammation chronique chez 

les patients PR n’est pas clairement défini. Or, des facteurs environnementaux comme les 

infections peuvent participer au développement de la maladie chez l’homme. De plus, le 

relargage de ligands endogènes au cours de l’arthrite pourrait participer à la chronicité de 

l’inflammation. Néanmoins, aucune association claire entre les polymorphismes 

nucléotidiques du TLR9 et la présence d’ACPA ou de FR n’a été rapportée chez les patients. 

Plusieurs études réalisées chez la souris et le rat suggèrent que le TLR9 peut jouer un rôle 

dans le développement de l’arthrite. Toutes ces études montrent que l’injection de ligands du 

TLR9 au nivau local (dans l’articulation) ou en systémique induit ou amplifie les arthrites. 

Nous savons que le TLR9 peut reconnaitre des ligands atypiques et que les ADN ne sont pas 

reconnus uniquement par le TLR9. D’autre part, l’activation par certains ligands TLR9 peut 

induire une réponse immunorégulatrice. Ainsi, les études utilisant des ligands ne démontrent 

pas l’implication directe du TLR9 dans les modèles animaux de la PR. 

Un bon moyen d’étudier le rôle direct du TLR9 dans le développement des arthrites est 

d’utiliser un modèle où le TLR9 n’est pas exprimé, à condition d’utiliser les bonnes souris 

témoins même si cela demande un effort conséquent. Dans ce but, nous avons induit l’AEC 

chez des souris déficientes pour le gène du TLR9, que nous avons comparées à des souris 

« true littermate » sauvages. L’arthrite est induite chez ces souris mâles C57BL/6 par deux 

injections intradermiques de 50µg de CII de poulet (CIIp) au jour 0 (J0) et à J21 émulsionné 

dans du CFA. Nous avons reproduit cette expérience par 3 fois, de manière indépendante. Le 

développement des arthrites est suivi par observation des pattes en attribuant un score clinique 

allant de 0 à 4 (dix articulations évaluées par souris). Nous montrons ici pour la première fois 

que le TLR9 n’est pas nécessaire au développement de l’AEC. En effet, les souris TLR9-KO 

développent des arthrites aussi sévères que les souris sauvages (Figure 13). Ce résultat a été 

confirmé par une analyse histologique des pattes. Brièvement, les pattes ont été fixées, 

décalcifiées puis coupées. Les coupes ont été marquées par hématoxyline/éosine. 

L’inflammation (infiltration de cellules inflammatoires et prolifération de cellules synoviales) 

et la destruction (irrégularités, destruction du cartilage et errosion osseuse) ont été analysées 

et un score histologique a été attribué en fonction de la sévérité de l’atteinte (0 : normal, à 3 : 
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sévère). Les souris TLR9-KO ont une synovite et une destruction osseuse aussi sévères que 

les souris sauvages, corroborant les observations cliniques (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Le TLR9 n’est pas nécessaire au développement de l’AEC. 

19 souris TLR9-KO et 28 souris sauvages ont été immunisées avec 50µg de CIIp dans du CFA à J0 et 
J21. Les scores cliniques ont été établis sur observation des pattes. Les résultats proviennent de trois 
expériences indépendantes. Les moyennes et les erreurs types sont représentées. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: L’inflammation et la destruction articulaire sont similaires chez les souris 

TLR9-KO et sauvages.  

L’inflammation (infiltration cellulaire) et la destruction articulaires ont été évaluées par 
histologie (score de 0 : normal à 3 : sévère). Les résultats proviennent de trois expériences 
indépendantes. Les moyennes et les erreurs types sont représentées. 
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Afin de mieux caractériser les phénomènes observés, nous avons dosé par ELISA les Ac anti-

CIIp dans les plasmas de ces souris, 58 jours après l’induction des arthrites (Figure 15). En 

accord avec les résultats précédents, les deux groupes de souris produisent des taux similaires 

d’Ac anti-CII totaux (A), d’isotypes IgG1 (B) ou d’IgG2a (décrits comme pathogènes) (C). 

Les ratios IgG1/IgG2a (D) sont comparables, suggérant que la balance Th1-Th2 n’est pas 

altérée chez les souris TLR9-KO. Des résultats similaires ont été obtenus à J27. 

 

Figure 15: La production d’anticorps anti-collagène est similaire chez les souris 

n’exprimant pas le TLR9 comparées aux souris sauvages.  

Les Ac anti-CII totaux (A), les isotypes IgG1 (B) ou IgG2a (C) parmi les anti-CII ont été 
mesurés par ELISA. (D) Les ratios IgG1/IgG2a ont été calculés pour chaque souris. Les 
densités optiques (DO) normalisées par rapport à un contrôle positif sont représentées ainsi 
que les moyennes et les erreurs types. 
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L’ostéoclastogénèse est un phénomène important dans la physiopathologie de la PR. Nous 

avons voulu connaitre l’influence du TLR9 dans la différenciation de cellules souches en 

ostéoclastes dans notre protocole d’arthrite. Nous avons isolé les cellules de moelle osseuse 

de souris TLR9-KO et sauvages après un protocole d’AEC. Nous les avons cultivées avec du 

M-CSF et du RANKL durant 5 jours afin d’induire leur différenciation en ostéoclastes. Les 

ostéoclastes sont caractérisés par leur nombre de noyaux (au moins 3) et par l’activité de leur 

enzyme TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) qui est résistante au tartrate, permettant 

la coloration de ces cellules en marron-violacé. Ainsi, le TLR9 n’influence pas 

l’ostéoclastogénèse dans notre modèle car le nombre d’ostéoclastes compté est identique dans 

les deux groupes de souris (Figure 16). 

 

Figure 16: Les cellules de souris TLR9-KO et sauvages ont les mêmes capacités 

d’ostéoclastogénèse. 

Les cellules de moelle osseuse de souris TLR9-KO et sauvages après un protocole d’AEC ont 
été différenciées en ostéoclastes in vitro. Les cellules considérées comme des ostéoclastes 
possèdent plus de 3 noyaux et ont une activité TRAP positive. (A) Les ostéoclastes ont été 
comptés. Chaque point correspond à la moyenne de 4 puits de culture pour chaque souris.    
(B) Image représentative de la culture (grossissement X200). Les flèches montrent des 
ostéoclastes caractérisés par leur nombre de noyaux. Le marquage marron-violacé est 
caractéristique de l’activité TRAP de ces cellules. 
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Les cytokines plasmatiques ont été mesurées par Multiplex, 27 jours après l’induction des 

arthrites (Figure 17). Bien que les souris TLR9-KO et sauvages développent des arthrites 

aussi sévères, les souris sauvages sécrètent plus d’IL-12p70 comparées aux TLR9-KO. 

Concernant les autres molécules testées (IL-6, VEGF, IL-5, IL-4, TNFα, IL1β, IL-10, IFN-γ, 

IL-33, MIP-2, IL-17, IL-23p19), les taux sont similaires entre les souris TLR9-KO et 

sauvages. En particulier, les taux d’IL-6, cytokine connue pour être impliquée dans le 

développement de l’AEC, sont élevés dans les deux groupes de souris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Cytokines produites in vivo pendant l’AEC.  

Les taux de cytokines plasmatiques ont été mesurés par Multiplex 27 jours après l’induction 
des arthrites chez 8 souris TLR9-KO et 14 sauvages. Les moyennes et les erreurs types sont 
représentées. Test statistique : test t. 
 

 

De récentes études suggèrent que le TLR9 régule négativement le TLR7(210). Nous avons 

voulu tester cette hypothèse dans notre modèle. En effet, en absence de TLR9, une plus forte 

activité du TLR7 pourrait expliquer le développement des arthrites. Nous avons tout d’abord 

mesuré l’expression du TLR7 par cytométrie en flux dans les leucocytes du sang de nos 

souris, 62 jours après l’induction des arthrites (Figure 18). Les leucocytes du sang des deux 

groupes de souris expriment le TLR7 dans des taux similaires.  
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Figure 18: Les souris TLR9-KO expriment le TLR7 à des taux similaires comparées aux 

souris sauvages dans l’AEC   

L’expression du TLR7 intracellulaire a été évaluée ex vivo par cytométrie en flux dans les LB 
(CD19+), LT (CD3+) et PNN (Ly6G+) du sang des souris TLR9-KO et sauvages à J62. 
L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) de TLR7 dans les cellules TLR7 positives a été 
représentée. Les moyennes et les erreurs types sont montrées. 

 

 

Dans le but d’étudier si l’absence du TLR9 pourrait amplifier les réponses du TLR7 dans 

l’arthrite, nous avons mesuré le taux de certaines cytokines pro-inflammatoires sécrétées par 

les cellules de souris TLR9-KO et sauvages après l’AEC en réponse à différents ligands TLR 

(4/7/9) (Figure 19). Pour cette expérience, différents organes ont été récupérés (sang, rate et 

ganglions drainant lymphatiques) sur des souris TLR9-KO et sauvages 49 jours après la 

première immunisation. Les cellules totales ont été préparées et cultivées avec différents 

ligands TLR. Après 24 heures de culture, nous avons mesuré les taux de TNFα, d’IL-

12p40/p70 et d’IL-6 par ELISA. Il s’avère que les cellules de souris TLR9-KO sécrètent 

significativement plus de TNFα, d’IL-12p40/p70 et d’IL-6 après stimulation par le ligand 

TLR7 (imiquimod) dans le sang et de TNFα dans les ganglions, comparé aux souris sauvages. 

La même tendance est retrouvée pour des ligands TLR4 dans le sang mais de manière non 

significative (p=0,057). Nous n’avons pas observé de telles différences dans la rate. Ce 

résultat n’est pas retrouvé chez des souris n’ayant pas subi de protocole d’AEC. Les souris 

n’exprimant pas le TLR9 répondent donc plus fortement à la stimulation du TLR7 suggérant 

un phénomène de compensation  in vivo dans notre modèle d’arthrite. 

 

LB LT
P
N
N

0

20

40

60
TLR9-/- TLR9+/+

M
F

I 
d

e
 T

L
R

7
 d

a
n

s
 l
e
s

 c
e
ll
u

le
s
 T

L
R

7
 p

o
s
it

iv
e
s



RESULTATS ARTICLE n 2 

125 
 

Figure 19: Les souris TLR9-KO répondent plus fortement à un ligand TLR7 

Les cellules de sang et de ganglions lymphatiques de souris TLR9-KO et sauvages après 
l’AEC ont été isolées et cultivées avec différents ligands TLR (LPS pour TLR4 ; CpG pour 
TLR9 ; imiquimod pour TLR7). Les surnageants ont été récoltés et la présence de TNFα (A, 
D), d’IL-12p40/p70 (B) et d’IL-6 (C) a été dosée par ELISA. Les moyennes et les erreurs 
types sont représentées.  Test statistique : Mann-Whitney 
 

Notons qu’au cours de l’AEC, les souris TLR9-KO ne présentent pas d’anomalies 

d’activation du complément ni de la composition leucocytaire. 

  

En parallèle, nous avons effectué une étude chez l’homme dans le but de comparer 

l’expression du TLR9 chez les patients PR et chez des donneurs sains ex vivo. L’idée est 

qu’une stimulation du TLR9 in vivo (chez les patients PR) par ses ligands endogènes pourrait 

induire sa surexpression. Pour se faire, les leucocytes totaux du sang périphérique ont été 

obtenus par lyse des globules rouges. Les cellules ont été marquées par un Ac anti-TLR9 

(clone 5G5) avec ou sans perméabilisation préalable afin d’évaluer l’expression du TLR9 

intracellulaire ou à la surface des cellules. Les cellules marquées ont été analysées par 

cytométrie en flux et les sous-populations cellulaires ont été distinguées par l’utilisation de 

« gate ».  Les cellules de patients PR ont une expression du TLR9 similaire à celle des cellules 
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de donneurs sains (Figure 20). Ceci est vrai pour l’expression intracellulaire de ce récepteur 

sur les monocytes, les PNN et les lymphocytes (non montré). Nous n’avons de plus pas noté 

de surexpression du TLR9 à la surface des PNN de patients, expression jamais évaluée 

auparavant mais qui aurait pu être associée à la reconnaissance de ligands non classiques. Par 

ailleurs, l’expression du TLR9 n’est pas corrélée à l’activité de la maladie mesurée par le 

DAS28, la protéine C réactive ou la vitesse de sédimentation (non montré). Nous n’avons pas 

déterminé si le TLR9 retrouvé à la surface des PNN des patients PR était fonctionnel, comme 

c’est le cas chez les donneurs sains (article n°1). 

 

Figure 20: Le TLR9 n’est pas surexprimé dans les cellules de patients PR. 

Les leucocytes totaux de 17 patients PR et de 20 donneurs sains ont été obtenus après lyse des 
érythrocytes. Les cellules ont été marquées par un Ac anti-TLR9-FITC puis par un Ac anti-
FITC Alexa 488 et analysées par cytométrie en flux en utilisant différentes gates. (A) 
Marquage intracellulaire du TLR9 dans les monocytes et les PNN. L’intensité moyenne de 
fluorescence (MFI) est représentée. Le pourcentage de PNN exprimant le TLR9 de surface est 
représenté en (B). Pour (A) et (B), les médianes et interquartiles sont montrés. 
 

 

Le but de notre travail était de déterminer si oui ou non le TLR9 participait au développement 

des arthrites. L’ensemble de nos résultats montre clairement que le TLR9 ne joue pas un rôle 

crucial dans le développement de l’AEC et suggère que les ligands TLR9 potentiels retrouvés 

chez les patients PR n’induisent pas de surexpression du TLR9, comme cela pourrait être le 

cas suite à une stimulation répétée du TLR9 in vivo et en accord avec nos observations 

(Figure 21).  
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Figure 21: Le TLR9 est surexprimé après stimulation par son ligand activateur 

Les neutrophiles d’un donneur sain ont été isolés par gradient de densité puis cultivés durant 
16h avec 2µM de CpG-ODN (ligand TLR9 activateur) ou 2µM de GpC-ODN (ligand TLR9 
non activateur). Un marquage intracellulaire du TLR9 a été effectué sur ces cellules (comparé 
à son isotype contrôle) puis analysé par cytométrie en flux. La moyenne des MFI des trois 
puits de culture et les écarts types sont représentés.  
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III. ARTICLE n°3   

C1q is Mandatory for disease development in experimental arthritis and 

expression of its receptors correlates with disease activity in patients 

Matthieu Ribon, Julie Mussard, Roxane Hervé, Marina Botto, Marie-Christophe Boissier and 

Patrice Decker 

 

Article en préparation 

 

Travaux présentés oralement (International Congress of Autoimmunity, Nice, 2014 ; 

American College of Rheumatology, Boston, 2014) et par affiche (European Workshop for 

Rheumatology Research, Lisbonne, 2014) 
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C1q est indispensable pour le développement de l’arthrite expérimentale au collagène et 

l’expression de ses récepteurs est positivement corrélée à l’activité de la maladie chez les 

patients. 

 

Ce travail n’étant pas mon sujet principal de thèse, il sera moins détaillé que le précédent. 

Le système du complément est un ensemble de protéines qui participe à la défense et à 

l’élimination des pathogènes ainsi que les cellules apoptotiques. L’activation de la voie 

classique se met en place après la fixation de C1q à des complexes immuns. L’activation du 

complément engendre la production de C3a, une anaphylatoxine qui recrute les granulocytes 

et les monocytes, qui favorise la costimulation des LT CD4 et maintient l’inflammation. Une 

des caractéristiques de la PR est la présence d’ACPA chez les patients, qui peuvent être sous 

forme de CI. Ceux-ci pourraient activer le complément via la voie classique. Le système du 

complément est par ailleurs fortement activé chez les patients et les protéines du complément 

sont présentes dans l’articulation(168,169). De manière surprenante, peu d’études se sont 

focalisées sur le niveau d’implication du système du complément chez ces patients et en 

particulier sur le rôle de C1q. De plus, les résultats obtenus dans les modèles animaux sont 

inattendus. Une étude a par exemple montré que, dans un modèle de transfert de sérum de 

souris K/BxN (modèle sans immunisation active mais dépendant des Ac), la protéine C1q 

n’est pas nécessaire au développement de la maladie alors que C5 est indispensable(173). Les 

mécanismes impliquant C1q sont probablement plus compliqués que la simple reconnaissance 

des CI. En effet, cette protéine peut être activée par d’autres ligands tels que les cellules en 

apoptose(295) et se fixe à la surface des bactéries indépendamment de la présence d’Ac. Il est 

donc possible que C1q soit activé directement par des ligands endogènes. De plus, le rôle de 

C1q à différents stades de la maladie et les ligands reconnus restent à éclaircir. Notre 

hypothèse serait que C1q intervient dans le développement des arthrites lors de phases plus 

précoces que celles analysées jusqu’à présent, en particulier avant la production d’auto-Ac. 

Dans ce but, nous avons utilisé des souris C57BL/6 mâles n’exprimant pas le C1q que nous 

avons comparées à des souris sauvages « true littermate » dans un protocole d’AEC 

(immunisation active, 50µg de collagène de poulet à J0 et J21 dans du CFA). Nous avons 

montré que C1q est absolument nécessaire au développement de l’AEC car les souris C1q-KO 

sont protégées du développement des arthrites (Figure 22). Ce résultat a été confirmé par une 

analyse histologique des pattes. Nous avons exclu que cette protection était due à un problème 

d’immunisation, à un biais dans la réponse au CFA, à une composition leucocytaire altérée ou 

à une inhibition de l’ostéoclastogénèse chez les souris C1q-KO. De manière intéressante, il ne 



RESULTATS ARTICLE n 3 

132 
 

s’agit pas non plus d’un défaut d’activation du complément puisque le C3a est normalement 

produit au cours de la maladie (Figure 23).  

A.                                                                     B.                                                                                                                             

 

 

 

Figure 22: C1q est indispensable au développement de l’arthrite 

34 souris C1q-KO et 31 souris sauvages ont été immunisées avec 50µg de CII de poulet dans 
du CFA. Les résultats proviennent de trois expériences indépendantes. (A) Le développement 
des arthrites a été évalué par observation des pattes. (B) L’inflammation et la destruction 
articulaires ont été déterminées par observation des lames histologiques colorées par 
hématoxyline/éosine (0 : pas d’atteinte, 3 : atteinte sévère). Les moyennes et les erreurs types 
sont représentées. Les scores cliniques et histologiques ont été déterminés comme décrit dans 
l’article n°2. Test statistique : Mann-Whitney 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : C3a est produit chez les souris C1q-KO lors de l’AEC 

Les taux de C3a ont été mesurés par ELISA dans les plasmas des souris 5 jours avant, 29 et 
42 jours après la première immunisation. 
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Par contre, nous avons montré que les souris C1q-KO produisent significativement moins 

d’Ac anti-CII (totaux, IgG1 et IgG2a) mais sans modifications du ratio IgG1/IgG2a. Afin de 

mieux comprendre les mécanismes protecteurs, nous avons mesuré les cytokines produites in 

vivo au cours de l’AEC et avons observé que les souris C1q-KO produisent moins d’IL-6 (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Les souris C1q-KO produisent moins d’IL-6 in vivo au cours de l’AEC. 

Les taux de cytokines et de VEGF plasmatiques ont été mesurés par Multiplex 29 jours après 
l’induction des arthrites chez 14 souris C1q-KO et 8 sauvages. Les moyennes et les erreurs 
types sont représentées. Test statistique : Mann-Whitney. 
 

 

En parallèle, afin de comprendre l’influence de C1q dans la maladie chez l’homme, nous 

avons mesuré la capacité des leucocytes du sang de 27 patients PR à lier C1q soluble. Ceci a 

été réalisé par cytométrie en flux et reflète le niveau d’expression de tous les récepteurs à 

C1q. Nous avons observé une corrélation positive et statistiquement significative entre la 

capacité des PNN à fixer C1q et l’activité de la maladie estimée par le DAS28 (Figure 25) ou 

la concentration en CRP, suggérant un lien entre C1q et inflammation dans la PR. Des 

résultats similaires ont été retrouvés en sélectionnant uniquement les patients non traités par 

biothérapie. 
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Figure 25: Corrélation entre la fixation de C1q sur les PNN et le DAS28 

Les leucocytes totaux de 27 patients PR ont été obtenus après lyse des érythrocytes puis 
incubés ou non avec 25µg/ml de protéine C1q recombinante. Les cellules ont ensuite été 
marquées avec un Ac anti-C1q puis analysées par cytométrie en flux en sélectionnant les PNN 
à l’analyse. Les résultats obtenus ont été corrélés avec le DAS28 pour chaque patient. Test 
statistique : Spearman (r = 0,447) 
 

 

Ainsi, nos résultats diffèrent des autres études réalisées dans des modèles de PR puisque nous 

rapportons pour la première fois que le C1q est nécessaire au développement des arthrites 

dans le modèle AEC. C1q pourrait donc être impliqué lors des phases précoces. L’importance 

du C1q dans le développement des arthrites est confortée par nos données chez les patients. 
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IV. ARTICLE n°4 : 

TLR9 independent interferon α production by neutrophils on NETosis in 

response to circulating chromatin, a key lupus autoantigen.  

Dennis Lindau, Julie Mussard*, Armin Rabsteyn*, Matthieu Ribon, Ina Kötter, Annette 

Igney, Gosse J Adema, Marie-Christophe Boissier, Hans-Georg Rammensee, Patrice Decker. 

* contribution égale 

Ann Rheum Dis 2013, 73(12):2199-207 
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Les neutrophiles produisent de l’IFN-α en réponse à des ligands TLR9 et à de la 

chromatine, un auto-antigène majeur dans le lupus. La production induite par la 

chromatine est indépendante du TLR9 et est accompagnée de Nétose. 

 

L’IFN-α est une cytokine clé dans la réponse antivirale. Sa contribution a aussi été établie 

dans certaines maladies auto-immunes comme le lupus(296) où elle est présente en forte 

concentration dans les séras de patients et pourrait contribuer à la rupture de tolérance en 

induisant la maturation des mDC. Dans la circulation, l’IFN-α est produite principalement par 

les pDC en réponse à une stimulation des TLR7 et TLR9 notamment. Dans le lupus, les 

principaux ligands conduisant à cette production par les pDC sont les CI composés d’ADN ou 

d’ARN(150). Or, les pDC représentent moins de 1% des leucocytes circulants du sang et des 

expériences in vitro de déplétion des pDC suggèrent l’existence d’autres sources d’IFN-

α(297). Par exemple, il a été montré qu’une sous-population de PNN, les « low-density 

granulocytes » pouvaient sécréter de l’IFN-α chez les patients lupiques (sans avoir identifier 

les stimuli)(298) et que la Nétose pouvait induire la production de cette cytokine 

indirectement via l’engagement des pDC(91,299). De plus, il existe une signature IFN-I chez 

certains patients PR et la Nétose semble être forte dans la PR(116). Nous nous sommes donc 

intéressés à quelles pouvaient être les cellules productrices d’IFN-α dans un contexte sain ou 

pathologique (lupus, PR), en nous focalisant sur les neutrophiles, cellules fortement activées 

dans ces maladies. Nous avons aussi cherché à connaitre quels étaient les ligands 

potentiellement inducteurs de cette production et si le TLR9 pouvait être impliqué dans ces 

mécanismes. 

Ex vivo et sans stimulation, les leucocytes du sang ne sécrètent pas d’IFN-α, que ce soit parmi 

les PBMC ou parmi les granulocytes. Par contre, nous avons montré que, en plus des pDC et 

des monocytes, les PNN produisent de l’IFN-α en réponse à du CpG-ODN. Ceci a été 

retrouvé chez tous les types de donneurs (sains, lupus et PR) avec des individus plus ou moins 

répondeurs dans chaque groupe et en utilisant plusieurs techniques. Par ailleurs, cette 

production est accompagnée d’une activation des PNN, et peut être augmentée ou induite 

chez les donneurs non répondeurs par d’autres cytokines (G-CSF, GM-CSF) et par la co-

culture avec des PBMC autologues. 

Nous avons de la même manière montré que les PNN produisent de l’IFN-α en réponse à de 

la chromatine libre (ici du mononucléosome), un fort auto-Ag du lupus mais également 

présent dans les articulations de patients PR où il pourrait jouer un rôle pro-inflammatoire 

mais pas celui d’auto-Ag. Cette production est concentration dépendante, est augmentée chez 
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les donneurs non répondeurs par la co-culture avec des PBMC autologues mais n’est pas 

augmentée par du GM-CSF ou du G-CSF. La chromatine induit aussi la surexpression de 

senseurs de l’ADN ainsi que la Nétose des PNN. L’utilisation de souris TLR9-KO nous a 

permis de confirmer ces résultats et de démontrer que la sécrétion d’IFN-α par les PNN en 

réponse à la chromatine est indépendante du TLR9 contrairement au CpG-ODN. Ceci est en 

accord avec nos publications antérieures où nous avions démontré que la chromatine induit 

l’activation des PNN indépendamment du TLR9(247). Ceci pourrait expliquer l’effet du GM-

CSF sur l’activité du CpG et non de la chromatine puisque nous avons montré qu’il induit la 

surexpression du TLR9. 

 

Ces résultats sont importants car les PNN sont 100 fois plus nombreux dans le sang que les 

pDC, même s’ils produisent moins d’IFN-α. Ainsi, nos résultats suggèrent que les PNN ont la 

capacité de produire de l’IFN-α chez les donneurs sains et les patients et que l’évènement 

principal pour cette induction est la présence ou non du stimulus adéquat chez les patients in 

vivo.  
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I. Les neutrophiles expriment un TLR9 de surface fonctionnel 

A. Les neutrophiles et le TLR9 

Les neutrophiles sont les premières cellules à être recrutées sur les sites inflammatoires. Ils 

jouent un rôle clé dans la lutte contre les pathogènes et peuvent aussi faire le lien entre 

immunité innée et adaptative par leur interaction avec les DC. Lorsqu’elle est incontrôlée, 

l’activation de ces cellules peut aussi aboutir à des dommages tissulaires voire à des 

phénomènes d’auto-immunisation. D’ailleurs, il a été montré que les NET de patients PR 

exposent des Ag citrullinés impliqués dans la pathologie(116) et que les NET pourraient 

participer à l’auto-immunisation présente dans le lupus(91,299). Les PNN possèdent un 

attirail d’outils de lutte contre les pathogènes ; ils expriment notamment tous les TLR (sauf le 

TLR3) leur permettant de reconnaitre la plupart des bactéries et virus. On peut aisément 

émettre l’hypothèse que la reconnaissance inappropriée d’Ag (PAMP ou dérivés du soi) par 

les TLR, par exemple sous forme de NET, peut favoriser une trop forte inflammation ou une 

auto-immunisation induite par les PNN. Le TLR9 est décrit comme un récepteur de l’ADN 

viral et bactérien séquestré dans les compartiments endolysosomaux afin d’éviter la 

reconnaissance d’Ag du soi. Néanmoins, de plus en plus d’études tendent à émousser ces 

dogmes, tant du point de vue des ligands reconnus que de la localisation de ce récepteur. 

Les PNN expriment le TLR9 endosomal et répondent aux ligands TLR9, ce qui conduit à la 

sécrétion de cytokines et à la surexpression du CD11b. Jusqu’à ce jour, peu d’études se sont 

attardées sur la localisation subcellulaire du TLR9 dans les cellules primaires, et aucune ne 

concerne les neutrophiles. De plus, la fonctionnalité de ce TLR9 de surface n’a pas été 

démontrée dans ces études. Une seule publication a montré que le TLR9 à la surface des LB 

pourrait agir comme un régulateur négatif du TLR9 endosomal(229) et ce travail a été publié 

après le notre. 
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B. Expression du TLR9 à la surface des neutrophiles 

La courte durée de vie des neutrophiles primaires et leur extrême activabilité rendent difficiles 

l’étude de ces cellules. C’est pourquoi le traitement des échantillons nécessite un temps court 

entre le prélèvement et l’analyse (maximum 20 heures) et un minimum de manipulations. 

L’étude des différentes populations leucocytaires d’un même prélèvement de sang humain 

nous a permis de montrer pour la première fois que les PNN primaires expriment le TLR9 à 

leur surface ex vivo (utilisation d’un Ac anti-TLR9, clone 5G5 en cytométrie en flux). De 

plus, par la même technique nous avons confirmé que les LB et les monocytes expriment bien 

un TLR9 de surface. Nous avons aussi montré que les LT, les NK et les NKT sont dépourvus 

de cette expression. Toutes les cellules analysées expriment un TLR9 intracellulaire et 

l’expression du TLR9 de surface est moins forte que celle-ci. Afin de déterminer quelle forme 

du TLR9 était exprimée à la surface des neutrophiles, nous avons utilisé les propriétés d’un 

autre clone d’Ac (26C593) qui reconnait uniquement la fraction N-ter du TLR9, qui sera 

clivée lors du processing de ce récepteur, sauf si elle est associée à la forme active du TLR9, 

comme cela a été montré pour le TLR9 intracellulaire uniquement. Cette fraction ne 

possédant pas de domaine transmembranaire ne devrait pas être localisée à la membrane si le 

TLR9 est dans sa forme active processée. Nous avons montré par cytométrie en flux que ce 

clone ne reconnait pas ou très peu le TLR9 à la surface des neutrophiles, suggérant que ce 

récepteur est pricipalement dans sa conformation active. Cet Ac a aussi été utilisé par l’équipe 

de Christophe Jamin en 2014 qui a étudié l’expression du TLR9 à la surface des LB(229). 

Cette étude révèle que le TLR9 à la surface des LB se trouve principalement dans sa forme 

processée mature, comme nous l’observons pour les neutrophiles. Par ailleurs, nous avons dû 

montrer la spécificité du clone 26C593 pour le TLR9 par western-blot (Annexe 1 : figure 

supplémentaire 1 de l’article n°1), confirmant ainsi les résultats obtenus. Nous avons aussi 

montré que l’expression du TLR9 de surface est modulable par d’autres ligands TLR (4/7/8/9) 

ou par du nucléosome. En revanche, contrairement au TLR9 endosomal, l’expression du 

TLR9 de surface n’est pas induite par le GM-CSF. Tous ces ligands induisent en parallèle 

l’activation des PNN, ce qui laisse supposer que l’activation des PNN est associée à une 

surexpression du TLR9. 

De manière complémentaire chez la souris, nous avons montré que le TLR9 est localisé à la 

surface des neutrophiles Ly6G+ issus de moelle osseuse. Grâce à l’utilisation de souris 

n’exprimant pas le TLR9, nous avons pu montrer que ce marquage est spécifique de ce 

récepteur car ni l’Ac anti-TLR9 5G5, ni le ligand CpG ne se fixe sur les cellules de souris 

TLR9-KO.   
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C. Fonctionnalité du TLR9 à la surface des neutrophiles 

Avant la publication de notre travail, plusieurs études ont fait état de l’expression d’un TLR9 

de surface sur d’autres types cellulaires mais aucune n’a prouvé sa fonctionnalité. Ici, nous 

avons montré, par cytométrie en flux et microscopie confocale, que les neutrophiles primaires 

humains et de souris sont capables de lier le ligand synthétique du TLR9. L’emploi de deux 

techniques différentes et l’utilisation de cellules provenant de deux espèces animales 

renforcent nos observations.  

Néanmoins, nous savons que d’autres molécules que le TLR9, notamment la protéine DEC-

205(257) ou le CD14(300), peuvent reconnaitre les CpG-ODN à la surface cellulaire et 

participer à la prise en charge de ce ligand. Cependant, les PNN exprimant peu le CD14 

(MFI) et pas de DEC-205, nous pouvons exclure l’hypothèse que la fixation du CpG-ODN à 

la surface des PNN soit due à ces protéines. De plus, la pureté de nos préparations (95%) et 

l’analyse par cytométrie en flux de la population neutrophile uniquement éliminent 

l’hypothèse d’une contamination par des monocytes ou des DC exprimant ces protéines. 

Surtout, les PNN de souris TLR9-KO ne fixent pas le CpG-ODN. 

 

Contrairement à l’étude initiée par l’équipe de C. Jamin publiée ultérieurement à la 

notre(229), nous avons observé que les LB humains sont capables de lier le CpG-ODN de 

type B. En effet, les auteurs de cette étude affirment que le TLR9 à la surface des LB n’est pas 

capable de lier ce ligand. Cette dernière conclusion me semble trop sévère car leurs 

expériences montrent une fixation concentration-dépendante du CpG-ODN à la surface des 

LB (cytométrie en flux) même si la co-localisation de ce ligand avec le TLR9 de surface est 

faible (microscopie confocale). Ces résultats me semblent cohérents avec ceux observés dans 

notre étude où le signal à la surface des LB est faible mais présent.  

 

La mise en évidence d’une fixation du ligand TLR9 à la surface des neutrophiles ne suffisant 

pas à démontrer sa fonctionnalité, nous avons étudié plus en profondeur la capacité de ce 

récepteur à activer les PNN en nous assurant que seule la fraction de surface était responsable 

de l’activation. Dans un premier temps, nous avons immobilisé par traitement UV du CpG-

ODN couplé au fluorochrome FITC sur une plaque de culture en nitrocellulose afin que ce 

ligand n’atteigne pas l’endosome. Nous avons noté que l’activation des PNN par le ligand 

immobilisé est faible mais significativement augmentée (sécrétion d’IL-8). Plusieurs 

explications sont possibles à ce phénomène et peuvent être additionnels:  
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 - le TLR9 de surface serait moins efficace pour l’activation des PNN que la fraction 

endosomale 

 - les plaques de nitrocellulose ne sont pas idéales pour la culture des PNN (activation 

plus faible que dans des plaques standard même avec d’autres stimuli)  

 - une faible quantité de CpG-ODN est immobilisée sur les plaques après traitement 

UV (quantité sub-optimale). 

Malgré ces problèmes surtout techniques, nous avons démontré ici que les CpG-ODN 

n’atteignent pas l’endosome et que l’activation des PNN par ce ligand immobilisé est 

dépendant du TLR9 de surface. L’utilisation de chlorure d’amonium (AC), un inhibiteur de 

l’acidification de l’endosome, nous a permis d’affirmer que le CpG-ODN immobilisé se lie 

uniquement à la surface des PNN. Dans le même but, nous avons utilisé différents autres 

inhibiteurs de l’acidification de l’endosome sur des préparations de PNN cultivés cette fois ci 

avec des ligands libres. Chaque inhibiteur utilisé possède ses propres caractéristiques mais 

ciblent tous l’endolysosome. Certains sont des bases faibles (AC et chloroquine (CQ)) et 

d’autres inhibent les pompes à proton ATPases des vacuoles lysosomales (bafilomycine A1) 

ce qui empêche l’acidification et la maturation de l’endosome. L’utilisation de la CQ n’est pas 

idéale pour l’inhibition du TLR9 endosomal car elle possède d’autres particularité : la CQ 

bloque l’interaction entre le TLR9 et son ligand(272) et masque les acides nucléiques. Ainsi, 

la CQ n’agit pas uniquement sur l’inhibition du TLR9 endosomal mais potentiellement aussi 

sur le TLR9 de surface. Quoi qu’il en soit, l’utilisation de tous ces inhibiteurs 

(particulièrement la bafilomycine A1 et l’AC) montrent que, contrairement aux PBMC 

(Annexe 1 : figure supplémentaire 5 de l’article n°1), les neutrophiles répondent au ligand 

TLR9 bien que la fraction endosomale soit inhibée. Ainsi le TLR9 à la surface des 

neutrophiles est fonctionnel. 

 

Un article publié au même moment que notre étude montre que, dans l’endosome, la partie N-

ter du TLR9 reste associée au TLR9 processé dans les DC de souris(227). Ce fragment 

semble essentiel pour l’activation du TLR9 dans l’endosome. Ces chercheurs ont aussi 

démontré que les DC issues de rates expriment un TLR9 de surface reconnu par un Ac 

détectant uniquement la partie N-ter. Etonnamment, un autre Ac spécifique cette fois ci de la 

forme « full-length » et du complexe « forme processée + fraction N-ter » dans l’endosome ne 

reconnait pas ce TLR9 de surface. Pour ces chercheurs, ce TLR9 de surface n’est pas dans sa 

forme processée active. La raison pour laquelle le deuxième Ac ne le reconnait pas viendrait 

du fait qu’il adopte probablement une conformation différente de la fraction endosomale 
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quand il est exprimé à la surface des DC. Cette conformation pourrait être un moyen d’inhiber 

le TLR9 de surface et de restreindre ainsi les phénomènes délétères dus à cette expression. Il 

est à noter que dans cette étude réalisée chez la souris, tous ces Ac sont « faits maison » et 

donc différents de ceux que nous avons utilisés. Dans notre étude, nous ne pouvons pas 

exclure l’hypothèse que le TLR9 adopte une conformation différente quand il est exprimé à la 

surface des neutrophiles comparé à l’endosome, bien qu’il soit reconnu par l’Ac 5G5 et non 

reconnu par le 26C593. Il est aussi possible que ce TLR9 de surface soit une isoforme du 

TLR9 endosomal. Il serait intéressant d’étudier cette hypothèse et de voir éventuellement s’ils 

sont codés par le même gène et s’ils reconnaissent les mêmes ligands. De plus, quelques 

études suggèrent que le TLR9 est exprimé à la surface cellulaire de manière transitoire lors de 

son adressage(203). Il n’est pas exclu que l’on détecte une partie de ce TLR9 en cours 

d’adressage bien que ce TLR9 semble être dans sa forme « full-length »(232). Quelles que 

soient ses caractéristiques structurales, le TLR9 à la surface des neutrophiles primaires est 

fonctionnel pour les ligands testés.   

 

D. Conséquences de l’expression du TLR9 à la surface des neutrophiles. 

L’expression du TLR9 à la surface des cellules peut avoir des conséquences sur la 

reconnaissance d’Ag et sur l’inflammation. En effet, lorsqu’il est artificiellement exprimé à la 

surface de cellules de lignées transformées (mutation de son domaine transmembranaire), il 

reconnait des ligands classiques et d’autres ligands non accessibles au TLR9 endosomal car 

normalement dégradés avant d’atteindre ce compartiment cellulaire(234). De plus, le transfert 

adoptif de cellules souches hématopoïétiques exprimant ce TLR9 muté induit une 

inflammation systémique fatale aux souris receveuses (notamment par la présence de TNF-α 

systémique). Une autre étude a montré que l’expression artificielle d’un TLR9 à la surface de 

macrophages humains induisait une reconnaissance d’ADN du soi(212). Ces études 

fournissent des éléments importants mais ne représentent pas la réalité in vivo/ex vivo car elles 

sont basées sur des modèles artificiels. Dans notre étude, le TLR9 à la surface des PNN 

reconnait ex vivo son ligand synthétique et induit la sécrétion d’IL-8, une cytokine pro-

inflammatoire. Cette activation via le TLR9 de surface sur ces cellules pourrait être une 

solution de secours à l’activation des PNN lorsque les ligands n’ont pas accès à l’endosome 

ou quand le TLR9 est résistant à l’activation (seuil), mais pourrait aussi être délétère dans 

d’autres circonstances. Une des perspectives de ce travail serait de tester d’autres ligands du 

TLR9 (ou même des ligands non reliés au TLR9) dans les mêmes conditions (ADN dérivés de 



DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

156 
 

pathogènes, de mammifère, ou DAMP) afin de voir si le TLR9 à la surface des PNN se 

comporte de la même manière que la fraction endosomale, ou s’il est capable de reconnaitre 

des ligands différents. C’est dans cette idée que nous avons mesuré l’expression du TLR9 à la 

surface des PNN de patients PR (Article n°2, figure 20). Dans le cas où il reconnaitrait des 

ligands endogènes, le TLR9 de surface pourrait participer à la reconnaissance d’Ag du soi 

typiques des maladies auto-immunes. A ce propos, dans notre étude, nous avons montré que 

le nucléosome, un auto-Ag du lupus qui active les PNN indépendamment du TLR9 

endosomal(247), induit la surexpression de ce récepteur de surface. Il semblerait que cet auto-

Ag ait les mêmes capacités d’induction de l’expression du TLR9, quelque soit la localisation 

de ce récepteur. 
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II. Implication du TLR9 dans le développement de l’arhrite 

chez la souris et à un stade avéré de l’inflammation dans la 

polyarthrite rhumatoïde  

A. Conséquences de l’absence du TLR9 dans l’AEC 

1. Le modèle animal 

Dans notre étude, nous avons utilisé des souris C57BL/6 déficientes pour le gène TLR9, 

créées par l’équipe d’Akira(211). Ces souris, souvent utilisées dans des modèles d’infection, 

ne présentent pas de phénotype particulier (auto-immun ou autre) et se développent 

normalement. Avant toutes choses, nous avons vérifié que ces souris répondaient au CFA 

utilisé comme adjuvant dans le protocole d’AEC. En effet, le CFA contient des mycobactéries 

M. Tuberculosis inactivées susceptibles d’être reconnues par le TLR9. Nous devions donc 

nous assurer que le défaut de TLR9 n’induisait pas de biais dans la réponse au CFA car le 

TLR9 participe à la réponse anti-M. Tuberculosis, en collaboration avec le TLR2(265). Tout 

comme les souris sauvages « true littermate », les souris TLR9-KO répondent à cet adjuvant 

(activation cellulaire, cytokines plasmatiques en fortes concentrations) (données non 

montrées). Ces observations suggèrent d’une part que le défaut de TLR9 n’entraine pas un 

défaut de réponse au CFA et d’autre part qu’il n’existe pas de biais de départ causé par 

l’adjuvant entre les souris sauvages et KO. 

Les souris C57BL/6 portent un CMH II d’haplotype H-2b qui est décrit comme rendant les 

souris résistantes à l’AEC. Grâce à l’expertise de notre équipe, nous avons optimisé le 

protocole et induit l’AEC dans les souris sauvages et TLR9-KO avec une incidence comprise 

entre 50 et 80% selon les expériences. Nous avons testé différents protocoles d’arthrite afin de 

confirmer nos observations. Par exemple, l’injection de 50µg de LPS après la deuxième 

immunisation augmente légèrement l’incidence et la sévérité des arthrites dans les 2 groupes 

de souris, mais ne modifie pas les résultats observés. Nous avons donc choisi de ne pas 

restimuler TLR4 après le rappel dans du CFA car il a été montré que le TLR4 pouvait 

collaborer avec le TLR9 et induire une aggravation de la maladie lupique(301) ou être 

impliqué dans l’AEC chez la souris DBA/1(302). Dans un autre protocole, nous avons utilisé 

100µg de CII et nous avons observé des résultats similaires. 
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2. L’absence de TLR9 n’influence pas le développement de l’AEC 

Nous avons montré ici pour la première fois que le TLR9 n’est pas indispensable au 

développement des arthrites dans le modèle d’AEC. En effet, les souris n’exprimant pas le 

TLR9 développent des arthrites aussi sévères que les souris sauvages. Nous avons confirmé 

ces résultats dans 3 expériences indépendantes effectuées avec le même protocole (50µg de 

CIIp, pas d’injection de LPS) sur 28 souris sauvages et 19 souris TLR9-KO en tout. L’étude 

histologique des pattes montre que les souris TLR9-KO présentent une inflammation et une 

destruction articulaire semblables aux sauvages.   

Des taux similaires d’Ac anti-CII dans les plasmas des souris KO et sauvages montrent une 

immunisation forte et identique contre cet Ag dans les deux groupes. La mesure des isotypes 

IgG1 et IgG2a parmi les Ac anti-CII est équivalente dans les deux groupes de souris et les 

ratios IgG1/IgG2a semblables suggèrent qu’il n’y a pas de modification de la balance 

Th1/Th2 chez les souris TLR9-KO. Or, il a été montré que l’activation des DC par le TLR9 

favorise une réponse Th1(265,303). Dans notre modèle, il existe certainement d’autres 

phénomènes indépendants de l’activation des DC via le TLR9 menant à une réponse Th1. 

D’autre part, il semblerait que le déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur des Th1 ne 

puisse pas expliquer l’ensemble des mécanismes impliqués dans la PR, et qu’un déséquilibre 

Th17/Treg pourrait aussi y contribuer. L’élément qui nous permet de dire que le TLR9 

contribue en effet aux réponses Th1 est la présence de plus faibles taux d’IL-12p70 dans le 

plasma des souris TLR9-KO subissant l’AEC (Article 2, Figure 17). Ainsi, bien que le TLR9 

semble impliqué dans la production d’IL-12p70 systémique dans notre modèle (comme dans 

d’autres(304)), il ne modifie pas la balance Th1/Th2.  

 

Le TLR9 est décrit comme ayant des effets sur l’ostéoclastogénèse, dont certains peuvent être 

contradictoires. Chez la souris, les précurseurs d’ostéoclastes sont sensibles aux ligands TLR 

car ils expriment les TLR1 à 9(275). Le traitement de précurseurs d’ostéoclastes par des CpG-

ODN inhibe l’ostéoclastogénèse. Cependant, si ces précurseurs sont préalablement cultivés 

avec du RANKL, les CpG-ODN accentuent l’ostéoclastogénèse(275,276). De plus, ces 

phénomènes semblent être accentués par une synergie entre le TLR9 et les TLR3 et 4(277). 

Dans notre modèle, les cellules issues de moelle osseuse de souris TLR9-KO ou sauvages 

après un protocole d’AEC ont des capacités identiques à se différentier en ostéoclastes in 

vitro. Le TLR9 en lui-même n’est donc pas nécessaire à l’ostéoclastogénèse à partir de 

cellules souches de moelle osseuse, même dans l’arthrite. Pour confirmer ces résultats, nous 

pourrions utiliser des cellules à des stades moins indifférenciées (cellules de rates) au lieu des 
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cellules souches non différenciées. Il serait aussi intéressant d’évaluer le nombre 

d’ostéoclastes ex vivo avec un marquage TRAP sur des coupes de pattes de ces souris. Par 

ailleurs, nous ne savons pas s’il existe des ligands TLR9 dans les articulations de ces souris 

(ce qui est le cas chez l’homme), qui pourraient moduler l’ostéoclastogénèse.  

 

Plusieurs articles récents montrent que le TLR9 restreint et inhibe le TLR7, notamment sur les 

LB(210). De plus, une étude concernant l’implication du TLR9 dans un modèle lupique 

montre que des souris déficientes pour le TLR9 ont un développement de la maladie plus 

sévère (auto-Ac anti-nucléaire, néphrite…) accompagné d’une surexpression du TLR7 et 

d’une augmentation de l’activation des LB et des pDC dépendante du TLR7(291). Les auteurs 

soulignent l’importance du TLR7 dans leur modèle lupique chez la souris TLR9-KO. Nous 

avons cherché à savoir si dans notre étude, le défaut de TLR9 induisait une augmentation des 

phénomènes dépendants du TLR7, et si ceux-ci pouvaient expliquer le fait que les souris 

TLR9-KO développent des arthrites aussi sévères que les sauvages. Dans un premier temps, 

nous avons étudié par cytométrie en flux l’activation et le pourcentage de différentes 

populations cellulaires de la rate, du sang et des ganglions lymphatiques (LT, LB, PNN) de 

nos souris AEC. Nous avons de plus mesuré l’expression du TLR7 par cette même technique. 

Nous n’avons pas noté de différence de fréquence ou d’activation des différentes populations 

cellulaires étudiées (données non montrées) ni de différence dans l’expression du TLR7. 

Néanmoins, nous avons rencontré des difficultés techniques pour l’étude de l’expression du 

TLR7, certainement dus à la mauvaise qualité des Ac anti-TLR7 commerciaux. Nos 

marquages étaient très faibles même sur des populations censées exprimer fortement ce 

récepteur. Une perspective d’étude serait de mesurer l’expression du TLR7 par d’autres 

techniques (RT-PCR, western-blot). Nous avons donc décidé d’étudier la réponse aux ligands 

TLR7 dans des cultures de cellules de rate, sang et ganglions lymphatiques issues de nos 

souris AEC afin d’étudier l’activité fonctionnelle du TLR7. Nous avons stimulé ces cellules 

avec différents ligands TLR (4/7/9) et mesuré les taux de trois cytokines inflammatoires (IL-

12p40/70, IL-6 et TNFα). Nous avons montré que les cellules de souris TLR9-KO après un 

protocole d’AEC ont des réponses accrues à un ligand TLR7 (imiquimod). Une même 

tendance est à noter après stimulation par du LPS mais de manière non significative. Ce 

phénomène est dépendant de l’AEC car nous ne retrouvons pas cette réponse accrue avec des 

cellules de souris naïves (non montré). Ainsi, dans notre étude, un phénomène de 

compensation entre le TLR9 et le TLR7 pourrait exister, expliquant peut-être les courbes 

d’arthrites observées. Afin de connaitre la réelle contribution du TLR7 dans notre modèle 
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d’AEC, nous pourrions utiliser des souris double déficientes pour le TLR7 et le TLR9 

(comparées aux simples KO). Il serait ensuite intéressant d’étudier les ligands TLR7 

potentiellement impliqués in vivo dans l’AEC. 

Une autre perspective pour connaitre le rôle réel du TLR9 dans le processus inflammatoire 

conduisant à l’arthrite serait d’employer de l’IFA additionné de ligands TLR9 dans l’émulsion 

de collagène, ou additionné de tous les ligands TLR sauf de ligands TLR9. Cela nous 

permettrait d’étudier uniquement la contribution du TLR9 de notre protocole.  

 

B. Expression du TLR9 chez les patients PR 

 

Une forte expression des TLR est retrouvée dans les PBMC (TLR2/4) et les tissus synoviaux 

de patients PR (TLR2/3/4/7)(268). Ces études manquent souvent de contrôles (donneurs sains 

ou patients souffrant d’une autre maladie rhumatismale non inflammatoire) et surtout aucune 

ne concerne le TLR9. Nous ne savons pas si comme certains autres TLR, le TLR9 est 

fortement exprimé chez les patients PR. Pour répondre à cette question, nous avons mesuré ex 

vivo par cytométrie en flux l’expression du TLR9 dans les populations leucocytaires totales du 

sang de 17 patients comparée à 20 donneurs sains. Nous nous sommes particulièrement 

intéressés à l’expression intracellulaire du TLR9 dans les populations de neutrophiles, de 

monocytes, de lymphocytes mais aussi à l’expression à la surface de ces cellules. Je parle 

dans mon étude de l’expression intracellulaire des populations de monocyte et de PNN sans 

les distinguer. Cela vient d’un problème technique car lors de la fixation et la perméabilisation 

des cellules (étape nécessaire à un marquage intracellulaire), les populations de monocytes et 

de PNN ont une taille et une granulosité semblables, ce qui ne permet plus de les différencier 

en SSC/FSC. Pour remédier à cela, nous aurions pu effectuer au préalable un marquage 

spécifique des PNN ou des monocytes, rendant plus lourd un marquage déjà constitué de 3 

étapes et risquant d’activer les PNN. L’étude de la MFI intracellulaire, c'est-à-dire l’intensité 

de fluorescence, plutôt que le pourcentage de cellules exprimant le TLR9 nous donne une 

bonne idée de l’expression intracellulaire de ce récepteur. Nous nous somme par ailleurs 

intéressés à l’expression du TLR9 à la surface des neutrophiles car comme l’article n°1 

l’illustre, ce TLR9 est fonctionnel et pourrait probablement reconnaitre des ligands du TLR9 

non classiques, potentiellement pathologiques dans la PR.  
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Nous avons montré dans l’article n°2 que les patients PR ont une expression  du TLR9 

similaire aux donneurs sains. Cela est vrai en intracellulaire dans les monocytes/PNN et les 

lymphocytes (non montré), mais cela est aussi retrouvé à la surface de ces cellules (% des 

PNN). Ainsi, tout comme les donneurs sains, les PNN de patients PR expriment un TLR9 à 

leur surface. Nous pourrions déterminer si ce TLR9 est fonctionnel (ce qui n’a pas été réalisé 

jusqu’à présent) et s’il reconnait les mêmes types de ligands que les donneurs sains. Nous 

savons que de l’ADN riche en motifs CpG est retrouvé dans la circulation de patients 

PR(274). Ainsi, bien que des ligands potentiels du TLR9 soient retrouvés dans la circulation 

des patients, le TLR9 n’est pas surexprimé comme on pourrait s’y attendre après sa 

stimulation, ce qui suggère que ce récepteur ne joue pas un rôle crucial dans la PR. Il serait 

particulièrement intéressant d’étudier la réponse des cellules des patients PR à des ligands 

TLR, notamment TLR7 et 9. Nous pourrions ainsi voir si, bien qu’il n’y ait pas de 

surexpression du TLR9 chez les patients, leurs cellules sont plus répondeuses à des ligands 

retrouvés dans leur environnement ou si le TLR7 prend le relais du TLR9. Une autre 

perspective intéressante serait d’étudier l’expression et l’activation cellulaire induite par le 

TLR9 dans les cellules des liquides synoviaux des patients afin de comparer l’expression du 

TLR9 et l’activation via ce récepteur au niveau local à celles des cellules du sang. Par 

exemple, le TLR9 n’a pas été étudié sur les PNN au niveau local, bien que ces cellules soient 

les principales cellules infiltrées dans les articulations de PR et qu’une forte concentration de 

ligands TLR9 potentiels y soit retrouvée. 
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III. C1q : une protéine du complément impliquée dans le 

développement de l’arthrite et dont l’expression des récepteurs est 

corrélée à l’inflammation 

La PR est une maladie où l’immunité adaptative joue un rôle important, la présence d’ACPA 

étant un des reflets de cette implication. Nous savons que certains facteurs de l’immunité 

innée pourraient jouer un rôle dans le développement ou le maintien de cette pathologie. Par 

exemple, le complément est activé chez les patients et C1q est produit dans le tissu 

synovial(305). C1q est un bon candidat d’étude car il peut potentiellement reconnaitre les 

ACPA, les facteurs rhumatoïdes ou la CRP et ainsi contribuer à l’activation du complément 

chez les patients. Par ailleurs, des polymorphismes nucléotidiques dans les gènes codant pour 

C1q ont été identifiés et sont associés à la PR(306). De plus, C1q possède des fonctions non 

classiques indépendantes de l’activation de la voie classique du complément et de la 

reconnaissance des CI. Par exemple, cette protéine reconnait et participe à l’élimination des 

cellules apoptotiques(307) et se fixent aux NET(308,309). Il est donc possible que C1q soit 

directement activé par des ligands endogènes. Etonnamment, peu d’études se sont penchées 

sur l’implication de C1q dans la PR. Nous nous somme ici intéressés au rôle de C1q dans le 

développement de l’AEC ainsi que chez l’homme où la fixation de cette protéine à ses 

récepteurs a été évaluée sur les leucocytes de patients PR.  

  

A. C1q est absolument nécessaire au développement de l’AEC 

 

Peu de données sont disponibles concernant l’implication de C1q dans des modèles animaux 

d’arthrites. Nous savons cependant que dans le modèle murin de transfert de sérum de souris 

K/BxN à des souris naïves ou dans le modèle CAIA, tous deux dépendants des Ac, C1q ne 

semble pas jouer un rôle fondamental(173,174). Néanmoins, dans ces deux modèles, il n’y a 

pas de rupture de tolérance et pas d’immunisation active, car les Ac pathologiques (entre 

autre) sont apportés par l’injection. Nous avons voulu connaitre l’implication de C1q dans les 

phases les plus précoces de la maladie, c’est à dire avant la rupture de la tolérance et avant la 

production d’auto-Ac. Pour cela nous avons utilisé le modèle d’AEC qui est basé sur une 

immunisation active, contrairement aux deux autres modèles évoqués plus haut. Nous avons 

montré que C1q est absolument nécessaire au développement de l’AEC car les souris C1q-KO 

sont protégées. Ceci n’est pas dû à un défaut d’immunisation car le dosage des Ac anti-CII 
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révèle de forts taux de ces Ac dans les plasmas des souris C1q-KO (non montré). Ces taux 

sont néanmoins plus faibles que chez les souris sauvages. Ceci pourrait être en partie expliqué 

par le fait que la protéine C1q possède un domaine collagène-like et partage un épitope dans 

ce domaine avec le collagène de type II(310). Dans des conditions normales, le C1q et le CII 

ne présentent pas de réactivité antigénique croisée. Il a été montré que dans certaines 

circonstances, une modification de C1q aboutit à une réactivité croisée biochimique et 

biologique entre ces deux molécules. Par exemple, la protéolyse de C1q par une collagénase 

ou l’exposition de C1q à des ROS relarguées par les PNN modifient cette molécule et la 

rendent reconnaissable par des Ac anti-CII(311). D’ailleurs, de forts taux de collagénases et 

de ROS sont présents dans le liquide synovial de patients PR (potentiellement relargués par 

les granulocytes infiltrés), ce qui pourrait modifier le C1q présent dans les articulations (sous 

forme de CI principalement). Comparé à d’autres maladies rhumatismales (arthrose par 

exemple), seul le C1q contenu dans les liquides synoviaux de patients PR est reconnu par des 

Ac anti-CII(311), ce qui suggère une réaction croisée entre le C1q et le CII dans l’articulation. 

Cette hypothèse sur la réaction antigénique croisée est corroborée par les études faites chez le 

rat où une immunisation classique des animaux avec du CII induit une faible production d’Ac 

qui reconnaissent le C1q dans sa forme modifiée (oxydée) ou non(312). D’ailleurs, 

l’immunisation des animaux avec du C1q oxydé induit le développement d’arthrites, la 

production d’Ac anti-C1q (oxydé ou non) mais aussi la production d’une sous-population 

d’Ac anti-CII. Ces chercheurs ont émis l’idée que l’induction d’une réponse immunitaire anti-

CII pouvait passer par le C1q et que cette protéine du complément pouvait être l’un des 

premiers antigènes endogènes impliqué précocement dans l’induction des arthrites, avant que 

le collagène ne devienne lui-même un antigène. Il serait intéressant de titrer les Ac anti-C1q 

dans les plasmas de nos souris afin de voir si les souris sauvages (et éventuellement KO) 

possèdent une réactivité contre cette protéine en plus de la réactivité contre le CII. Nous 

pourrions aussi étudier si le C1q est modifié dans notre protocole d’AEC et s’il est reconnu 

(dans sa forme native ou modifiée) par les Ac anti-CII. Il serait surtout intéressant d’étudier 

cette réaction croisée dans l’articulation (plutôt qu’en systémique) où le CII et le C1q sont 

présents dans la PR et donc où cette réaction pourrait se dérouler. 

Une autre hypothèse serait que le C1q puisse être impliqué dans le processing et la prise en 

charge du CII lors de l’immunisation et avant la production d’auto-Ac. Il pourrait faciliter 

l’apprêtement de cet auto-Ag par les CPA professionnelles, ce qui favoriserait l’immunisation 

contre le CII. 
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La protection des souris C1q-KO dans l’AEC n’est pas due à une modification des sous 

populations leucocytaires ni d’une modification de l’ostéoclastogénèse (non montré). Par 

ailleurs, le dosage de C3a, qui est une protéine produite lors de l’activation de chacune des 

voies du complément, montre que le complément s’active dans le plasma lors de l’AEC, chez 

les souris sauvages mais aussi chez les souris C1q-KO. Ainsi, bien que C1q ne soit pas 

présent, la cascade du complément est fonctionnelle et les voies alternes et/ou des lectines 

sont activées in vivo. La protection contre les arthrites n’est donc pas dûe à un défaut 

d’activation du complément. Il existerait donc d’autres fonctions de la voie classique du 

complément, médiées par C1q, qui ne sont pas compensées par les deux autres voies, et qui 

expliqueraient la protection des souris du développement des arthrites. 

Pour conclure, C1q est nécessaire au développement de l’arthrite chez la souris, dans ses 

phases les plus précoces. Néanmoins, ce modèle n’est pas le reflet exact de la maladie chez 

l’homme et il dépend essentiellement d’une immunisation contre le CII qui présente une 

réaction croisée avec le C1q. Il serait intéressant d’utiliser un protocole d’arthrite avec une 

immunisation active, différente de l’AEC, et indépendante du CII (modèle de la méthyl-BSA). 

 

B. La capacité des PNN et des monocytes à lier C1q est corrélée à l’activité 

de la maladie. 

 

En plus des résultats obtenus chez la souris, nous avons effectué une étude chez l’homme afin 

de connaitre l’importance de C1q dans la PR. Pour cela, nous avons mesuré la capacité des 

leucocytes du sang de patients à lier C1q. Nous avons  incubé ex vivo les leucocytes du sang 

(déplétés des globules rouges) avec de la protéine C1q humaine recombinante à 4°C, suivi 

d’un marquage par un Ac anti-C1q couplé à un fluorochrome analysable par cytométrie en 

flux. Nous avons choisi cette méthode car elle reflète l’expression de tous les récepteurs à 

C1q. En effet, de nombreux récepteurs à cette protéine ont été identifiés (C1qRp, gC1qR, 

cC1qR, CR1), certains sont encore inconnus, certains sont considérés comme des « binding-

protéines » (et non pas des récepteurs) et certaines de leurs fonctions ne sont pas totalement 

définies. Les principales fonctions décrites de ces récepteurs sont l’induction de la 

phagocytose, de l’expression de molécules d’adhérence ou encore de la production de super-

oxydes par les neutrophiles(313). Il pourrait par ailleurs exister une fixation de C1q sur les 

leucocytes indépendante de ses récepteurs. Par exemple, C1q peut se fixer à des cellules 

apoptotiques ou être fixé par des cellules via les FcR lors de son association à des CI. Dans 
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notre étude ex vivo, il n’y a pratiquement pas de cellules en apoptose et nous les excluons à 

l’analyse. Nous ne pouvons pas exclure le fait que C1q puisse déjà être fixé aux cellules via 

les FcR et associé à des CI mais ce phénomène est probablement très limité car nous 

n’incubons pas les cellules avec du sérum humain de patient au préalable (qui pourrait être 

source de CI). Ainsi, nous parlons ici de la capacité des leucocytes du sang à fixer C1q 

principalement via l’expression de tous ses récepteurs. Nous avons montré une corrélation 

positive et statistiquement significative entre la capacité des neutrophiles à lier C1q ex vivo et 

l’activité de la maladie représentée par le DAS28. Ce résultat a aussi été retrouvé sur les 

monocytes. Le DAS28 est un score établi et validé qui tient compte de l’évaluation de la 

douleur et du nombre d’articulations touchées (28 au maximum), de l’appréciation globale du 

patient mais aussi de paramètres biologiques (ici la vitesse de sédimentation) qui reflète 

l’inflammation systémique. Ainsi, la fixation de C1q aux PNN et aux monocytes pourrait 

refléter les phénomènes inflammatoires retrouvés dans la PR. Il a été par exemple montré 

qu’un des récepteurs à C1q (gC1qR) était surexprimé en réponse à des cytokines 

inflammatoires telles que l’IFNγ, le TNFα, ou encore le LPS(314). Il serait par ailleurs 

intéressant de mesurer la liaison de C1q sur les cellules infiltrées dans l’articulation des 

patients PR car une étude a montré que les neutrophiles infiltrés exprimaient plus de 

« récepteurs à C1q » que les cellules circulantes(315). Il faut noter que cette étude datant de 

1993 ne précise pas de quel type de récepteurs il s’agit. 

Bien que la PR ne soit pas caractérisée par la présence d’Ac anti-C1q, cette protéine semble 

jouer un rôle dans cette pathologie via sa fixation à des CI (composés parfois d’auto-

Ac)(316), par son rôle dans l’activation du complément(161) et éventuellement par ses 

similarités avec le CII. En effet, il existe chez les patients une réactivité contre le CII 

notamment dans l’articulation avec la présence d’ACPA anti-CII(317,318). On pourrait 

émettre l’hypothèse que C1q soit modifié (collagénases, oxydation) localement lors de 

l’inflammation, ce qui pourrait induire une reconnaissance de cette protéine par les Ac anti-

CII et amplifier la réponse inflammatoire localement. Cette hypothèse a déjà été émise dans 

les années 1990 mais n’a pas été étudiée plus en profondeur depuis(312,319,320).  

Pour conclure, le système du complément semble jouer un rôle dans le maintien des 

phénomènes inflammatoires de la PR chez l’homme. Notre étude chez l’animal montre que 

C1q est impliqué dans les phases les plus précoces de la maladie, avant l’apparition des 

anticorps. Il reste à savoir si C1q pourrait être impliqué dans l’auto-immunisation chez 

l’homme. Même si C1q n’est pas indispensable dans les modèles de CAIA et de K/BxN, il 

amplifie probablement les réponses inflammatoires chez les patients. 
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IV.  Les neutrophiles sont une source d’IFN-α 

 

L’IFN-α est une cytokine connue pour être sécrétée principalement par les pDC, notamment 

dans la circulation. Des expériences in vitro de déplétion de pDC de patients lupiques 

suggèrent qu’une autre source cellulaire d’IFN-α existe(297). Nous nous sommes intéressés 

ici à quelle pouvait être cette autre source chez ces patients, mais aussi chez des donneurs 

sains ou ceux ayant une pathologie auto-immune dans laquelle l’IFN-α n’est pas décrite 

comme jouant un rôle prépondérant : la PR. Nous nous somme aussi attachés à déterminer 

quels stimuli, naturels ou artificiels, pouvaient induire cette production.  

Nous avons montré que, en complément des pDC, les neutrophiles sont une source d’IFN-α. 

Sans stimulation, aucune de ces cellules ne produit de l’IFN-α. Des ligands TLR, notamment 

et surtout du CpG-ODN induisent la production de cette cytokine par les PNN, les pDC et les 

monocytes. Les PNN issus de donneurs sains, de patients lupiques et de patients PR sont 

capables d’une telle production, bien qu’il existe des donneurs non ou peu répondeurs dans 

chacun des groupes. Ainsi, des PNN non-inflammatoires sont aptes à produire de l’IFN-α en 

réponse à des ligands TLR9. Celle-ci s’accompagne d’une activation des PNN (sécrétion 

d’IL-8, surexpression du CD66b) et est soutenue par le priming des cellules avec du G-CSF 

ou du GM-CSF chez certains donneurs. Cela peut être expliqué par le fait que ces deux 

facteurs induisent la surexpression du TLR9, facilitant ainsi la prise en charge du ligand par 

ce récepteur.  

Les nucléosomes sont non seulement un auto-Ag lupique majeur présent dans la circulation 

des patients, mais peuvent également se déposer au niveau des articulations de patients 

atteints de PR(273). Dans la PR, les nucléosomes extracellulaires ne représentent pas un auto-

Ag mais pourraient exercer un rôle pro-inflammatoire. Nous avons montré que les PNN 

produisent de l’IFN-α en réponse à du nucléosome libre. Ceci est retrouvé chez les patients 

lupiques où le nucléosome est un auto-Ag, mais aussi chez les donneurs sains et les patients 

PR. Le pourcentage de PNN produisant de l’IFN-α en réponse au nucléosome est similaire 

chez les patients lupiques et chez les donneurs sains, et il existe dans chacun des deux groupes 

des donneurs répondeurs et non-répondeurs. Ainsi, les PNN de tous ces donneurs sont 

capables de produire de l’IFN-α de manière similaire mais seuls les PNN de donneurs 

lupiques sont susceptibles de rencontrer in vivo et dans la circulation un tel auto-Ag, et les 

PNN de patients PR dans l’articulation.  Chez les donneurs peu ou non-répondeurs, les PBMC 

peuvent soutenir la production d’IFN-α par les PNN en réponse au nucléosome. Nous avons 
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montré que le nucléosome active et induit la production d’IFN-α par les PNN 

indépendamment du TLR9 bien que cet auto-Ag soit composé en partie d’ADN. Des études 

complémentaires devront être réalisées afin d’identifier les récepteurs et les voies de 

signalisation impliqués dans la reconnaissance du nucléosome, mieux comprendre pourquoi 

certains donneurs ne sont pas répondeurs (polymorphisme du récepteurs au nucléosome ?) ou 

si d’autres facteurs influencent la production d’IFN-α par les PNN. Par ailleurs, la stimulation 

des PNN par des nucléosomes induit des phénomènes de Nétose. Bien que la formation de 

NET dans notre système ne soit pas un facteur induisant la production d’IFN-α, ce 

phénomène peut y contribuer par une boucle d’amplification.  Il pourrait aussi jouer un rôle 

dans la PR où les NET sont reconnus par les ACPA.  

Si l’on compare la production d’IFN-α à l’échelle d’une cellule, les pDC sont plus efficaces 

que les PNN, mais ces cellules sont 100 fois moins représentées dans la circulation que les 

PNN. Ainsi, les PNN représentent une source non négligeable d’IFN-α. Par ailleurs, la 

production d’IFN-α par les PNN ne nécessite pas que la chromatine soit sous forme de CI, 

contrairement aux pDC(297). Ainsi, les PNN pourraient représenter une source d’IFN-α dans 

les phases précoces du lupus, avant que les auto-Ac ne soient présents. La figure S11 de 

l’article n°4 (annexe 2) est une proposition de modèle expliquant la production d’IFN-α dans 

le lupus. Ce modèle ne peut probablement pas être appliqué au contexte de la PR au niveau 

systémique car le nucléosome n’est pas présent dans la circulation et l’IFN-α ne semble pas 

être la cytokine la plus importante dans la physiopathologie de cette maladie. Par contre, on 

peut se demander s’il existe dans la PR des évènements impliquant la chromatine, l’IFN-α et 

les neutrophiles au niveau local dans l’articulation car ces trois acteurs y sont présents. Il 

serait aussi intéressant d’étudier à quel stade de la maladie ces acteurs sont susceptibles de 

jouer un rôle au niveau local. 
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L’hypothèse générale de mon travail est que certains facteurs de l’immunité innée peuvent 

jouer un rôle conséquent dans des maladies auto-immunes, notamment pour celles où la 

contribution de facteurs environnementaux (virus, bactéries) a été suggérée. Je me suis 

employée lors de ma thèse à étudier certains de ces acteurs de l’immunité innée tels que les 

PNN, le TLR9 ou le C1q, et de déterminer leur implication dans l’initiation ou le maintien des 

phénomènes inflammatoires caractéristiques de la PR.  

Nous avons tout d’abord montré que les neutrophiles possèdent des fonctions atypiques non 

décrites, potentiellement impliquées dans des phénomènes inflammatoires retrouvés dans la 

PR. Nous avons montré que les PNN expriment un TLR9 fonctionnel à leur surface cellulaire 

et qu’ils produisent de l’IFN-α après stimulation par un ligand TLR9 ou du nucléosome. Le 

rôle potentiel de l’IFN-α (notamment localement) dans la PR reste à déterminer. Ces 

nouvelles fonctions des neutrophiles pourraient être à l’origine de la reconnaissance de 

ligands TLR9 atypiques ou de la production d’IFN-α après activation par des ligands 

spécifiques. La reconnaissance de ces ligands pourrait aussi conduire à une auto-

immunisation pathologique, potentiellement amplifiée par la présence de pathogènes. 

D’autre part, nous avons montré chez la souris que le TLR9 n’est pas nécessaire au 

développement de l’arthrite. Ce phénomène pourrait en partie être dû à l’engagement ou à la 

suractivation du TLR7 dans notre modèle où le TLR9 n’est pas exprimé. Il reste à déterminer 

si le TLR9 joue un rôle dans des phases de maintien ou d’amplification de la maladie plutôt 

que dans le déclanchement de celle-ci. Chez les patients PR, il n’y a pas de surexpression de 

ce récepteur sur les leucocytes du sang, ce qui laisse supposer que les ligands endogènes 

potentiellement reconnus par le TLR9 ne suffisent pas à induire sa surexpression. Il serait 

intéressant de mesurer l’expression du TLR7 dans les PBMC de patients (encore jamais 

réalisé) et d’étudier la réponse de ces cellules à des ligands TLR7 et 9. 

Contrairement au TLR9, le C1q est essentiel au développement de l’AEC, indépendamment 

de sa fonction d’activateur du système du complément. Contrairement aux publications 

antérieures qui utilisent des modèles passifs de transfert d’arthrite, l’AEC nous permet 

d’affirmer que le C1q est impliqué dans les phases précoces de la maladie, avant la rupture de 

la tolérance et avant la production d’auto-Ac. Le travail réalisé chez l’homme nous a permis 

de démontrer que la capacité de certains leucocytes du sang à fixer C1q est corrélée à 

l’activité de la PR. Tout ceci suggère que certaines fonctions non classiques de C1q pourraient 

participer au développement, au maintien ou à l’exacerbation de la PR.  
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La figure 26 résume les résultats obtenus durant ma thèse et met en lumière les questions 

soulevées par ces résulats. 

Figure 26 : Schéma résumé des travaux menés, les possibles interactions et les questions 

soulevées 

Ce schéma regroupe les résultats obtenus dans le contexte de la PR principalement, mais aussi 
dans un contexte sain et lupique (notamment pour l’IFN-α). Le TLR9 ne semble pas jouer un 
grand rôle dans le développement de l’AEC bien que des ligands endogènes soient retrouvés 
chez l’homme. La stimulation de ce récepteur induit la production d’IFN-α par les PNN et il 
est aussi exprimé à la surface de ces cellules. Le rôle de l’IFN-α n’est clairement pas défini 
dans la physiopathologie de la PR, contrairement au lupus. On sait néanmoins que les PNN 
sécrètent cette cytokine aussi en réponse à du nucléosome (antigène présent dans la 
circulation des patients lupiques et localement dans l’articulation des patients PR) et ceci 
indépendamment des CI (contrairement aux pDC). Ceci pourrait être un phénomène précoce 
dans certaines maladies auto-immunes comme le lupus, avant que les CI ne soient formés. 
C1q, molécule participant de manière indirecte et ambiguë à la physiopathologie du lupus, est 
essentiel au développement de l’AEC et l’expression de ses récepteurs est positivement 
corrélée à l’activité de la maladie chez les patients PR. C1q pourrait avoir des fonctions non 
classiques dans les phases les plus précoces de l’AEC et pourrait participer au maintien de 
l’inflammation chez les patients. En jaune: conclusion des résultats obtenus. En bleu: 
questions découlant de ces observations. Ag : antigène ; BAFF : B cell activating factor ;  CI : 
complexe immun ; LB : lymphocyte B ; NET : Neutrophil Extracellular Traps ; Nuc : 
nucléosome ; pDC : cellules dendritiques plasmacytoïdes ; PNN : polynucléaires neutrophiles.  
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I. Annexe 1 : figures et informations supplémentaires relatives 

à l’article 1 : Primary blood neutrophils express a functional cell 

surface Toll-like receptor 9 
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II. Annexe 2 : figures et informations supplémentaires relatives 

à l’article n°4 : TLR9 independent interferon α production by 

neutrophils on NETosis in response to circulating chromatin, a 

key lupus autoantigen. 
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