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Résumé 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoire chronique et autoimmune, 

caractérisée par la production d'anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA) et l’infiltration 

dans la synovite rhumatoïde de neutrophiles (PNN), macrophages (MФ), cellules dendritiques 

(DC),.... Parmi ces cellules infiltrées, nous distinguons les PNN qui participent à la 

pathogénèse de la PR via la production de cytokines, d’espèces réactives de l’oxygène mais 

aussi comme suggéré récemment via la libération (NETose) de “Neutrophil Extracellular 

Traps“ (NET), un filet de chromatine associé aux protéines des granules et cytoplasmiques. 

En effet, il a été rapporté que le liquide synovial de patients PR induisait la NETose des PNN 

et que les ACPA reconnaissaient les protéines citrulinnées portées par les NET. Néanmoins, 

les mécanismes par lesquels les NET déclenchent ou perpétuent le processus inflammatoire 

dans la PR restent peu clairs. Par conséquent, nous avons analysé les propriétés antigéniques 

et immunogènes des NET sur les cellules myéloïdes impliquées dans la PR. Nous avons 

montré que les PNN de PR produisent plus de NET et ces derniers sont plus actifs. Les NET 

sont pro-inflammatoires sur les PNN, les MФ mais aussi sur les monocytes et les DC au repos 

en induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-8. Par ailleurs, les 

NET sont reconnus par les immunoglobulines de patients PR contenant des ACPA mais 

l’activation des cellules cibles (PNN et MФ) par les NET est indépendante de leur 

reconnaissance par ces ACPA ou le récepteur de type Toll 9. Par contre, le C1q et le LL-37 

favorisent la reconnaissance des NET par les MФ. Par ailleurs, en fonction de l’état 

d’activation des cellules et du type cellulaire, les NET peuvent présenter un rôle anti-

inflammatoire qui est observé sur les activés par LPS. Néanmoins, malgré leur possible effet 

immunomodulateur, les NET agissent préferentiellement sur les MФ M1 pro-inflammatoires 

et les activent, confirmant le rôle des NET dans le maintien de l’inflammation observée lors 

de la PR. 

 

 

 

 

Mots-clés: Neutrophil Extracellular Traps, Neutrophiles, Macrophages, Polyarthrite 

rhumatoïde, Inflammation. 
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Abstract 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory and autoimmune disease, characterized 

by the production of antibodies against citrullinated proteins (ACPA) and infiltration of 

synovial compartment by neutrophils (PMN), macrophages (MФ), dendritic cells (DC)... 

Among these infiltrated cells, we distinguish PMN that participate in the pathogenesis of RA 

via the production of cytokines, reactive oxygen species, but also via the release (NETosis) of 

Neutrophil Extracellular Traps (NET), a network of chromatin associated with proteins from 

cytoplasm and granules. Indeed, it has been reported that synovial fluid of RA patients induce 

NETosis of PMN and that ACPA recognize citrullinated proteins carried by NET. 

Nevertheless, the mechanisms by which NET trigger or perpetuate the inflammatory process 

in RA remain unclear. Therefore, we analyzed the antigenic and immunogenic properties of 

NET on myeloid cells involved in RA. We have shown that RA PMN produce more NET and 

these NET are more active. NET are pro-inflammatory on resting PMN, MФ but also on 

monocytes and DC by inducing the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-8. 

Moreover, NET are recognized by ACPA but the activation of the target cells (PMN and MФ) 

by NET is independent of their recognition by these ACPA and Toll like receptor 9. On the 

contrary, the C1q and the LL-37 favor the recognition of NET by MФ. Moreover, depending 

on the activation state of the cells and the cell type, NET exhibit also an anti-inflammatory 

role which is observed on LPS-activated MФ. Nevertheless, despite their possible 

immunomodulatory effect, NET preferentially act on pro-inflammatory M1 MФ to induce 

activation, confirming the role of NET in maintaining the inflammation observed during RA. 
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A. Polyarthrite Rhumatoïde 

1. Introduction  

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est l'une des maladies inflammatoires chroniques les plus 

répandues dont l’étiologie est inconnue. Elle implique principalement les articulations, mais 

devrait être considérée comme un syndrome qui comprend des manifestations systémiques 

extra-articulaires comme illustré en Figure 1, telles que les nodules rhumatoïdes, les atteintes 

pulmonaires ou vascularites (Smolen et al., 2016a), la morbidité cardiovasculaire, la 

déficience psychologique, mais aussi le risque de développement de cancer et d'ostéoporose 

(Firestein, 2014).  

Elle est caractérisée par une douleur chronique, une inflammation synoviale, une hyperplasie 

("gonflement") et une destruction articulaire (cartilage et os) qui progresse habituellement des 

articulations distales vers les plus proximales associées à des signes sérologiques 

d’autoréactivité, une mort précoce, et des coûts socio-économiques élevés (Kourilovitch et al., 

2014 ; Schett and McInnes, 2011). On la qualifie également de maladie auto-immune car dans 

son déclenchement et dans sa pérennisation intervient un dérèglement de l’immunité 

adaptative avec formation d’auto-anticorps dont le facteur rhumatoïde (FR) et les anticorps 

anti-protéines carbamylées et anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA) (Aletaha et al., 

2010; Schett and McInnes, 2011; Shi et al., 2011a). Ces derniers sont présents dans 2/3 des 

patients et ont une valeur diagnostique et pronostique. Certains ACPA sont pathogènes et les 

complexes immuns contenant des ACPA reconnaissent le fibrinogène, activent les 

macrophages (Clavel et al., 2008) et sont donc potentiellement pathogènes. Un dérèglement 

de l’immunité innée est observé également incluant l’activation des neutrophiles et du 

complément par des complexes immuns.  

De nombreuses études font la distinction entre patients présentants ou pas les ACPA. Par 

exemple, sur le plan histologique, les patients ACPA-positive ont plus de lymphocytes dans le 

tissu synovial, alors que ceux atteints de polyarthrite rhumatoïde ACPA-négative présentent 

plus de fibrose et une épaisseur accrue de la couche synoviale (van Oosterhout et al., 2008). 

La PR ACPA+ est associée à des dommages articulaires accrus et de faibles taux de rémission 

(Van der Helm-van Mil et al., 2005). Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre 

ACPA et les marqueurs sériques de la résorption osseuse médiée par les ostéoclastes ; les 

ostéoclastes expriment les enzymes nécessaires à la citrullination (peptidyl arginine 

déiminase) et à l’inverse les ACPA induisent leur différenciation et activation (Harre et al., 

2012).  
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La PR est distribuée universellement. Il n’existe pas de zones géographiques ou de groupes 

ethniques dans lesquels cette maladie n'est pas retrouvée, et sa prévalence ne semble pas 

varier de manière significative parmi les groupes (Kourilovitch et al., 2014). L'incidence 

annuelle de la PR est autour de 40/100 000 dans le monde (Klein et al., 2012). Bien que la 

maladie puisse apparaître à n'importe quel âge, les premiers symptômes surviennent en 

général vers 40 ans à 60 ans, avec une prépondérance féminine, puisque 4 femmes pour 1 

homme sont touchées. Après 60 ans, la fréquence est identique pour les deux sexes (Cutolo, 

2007). 

 

Figure 1 : Organes et articulations touchés par la PR (Mahatef, 2014) 

2. Historique 

 Comme pour la majorité des maladies chroniques, les malformations osseuses 

caractéristiques de la PR ont été découvertes dans des os datant de plus de 1500 ans avant 

Jésus Christ, retrouvés dans des ruines de Pompéi, dans le cimetière de l'ancien couvent de 

Marienthon en Poméranie, dans des sarcophages romains, mais aussi sur des momies 

égyptiennes de la période Ptomémaïque (Kourilovitch et al., 2014). 

Mais l’honneur d’avoir reconnu les caractères distinctifs de cette pathologie revient à Landré 

Beauvais qui avait décrit la PR sous le nom de goutte asthénique primitive comme étant une 

des formes de la goutte. De plus, il attira l'attention sur la sensibilité particulière des femmes à 
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la goutte asthénique, sur l'évolution chronique de la maladie, sur la destruction du cartilage 

articulaire qu'elle provoque, sur l'élargissement et la déformation des articulations du patient. 

Ces manifestations ne pouvaient pas être dues aux dépôts tophacés, tels qu’ils se rencontrent 

dans la goutte réelle (Garrod, 1890).  

 En 1804, Heberden suggéra qu'il était désirable de séparer cette pathologie des rhumatismes 

et de la goutte. L’année suivante parut la monographie classique de Haygarth, dans laquelle il 

indiquait les distinctions qui existent entre la PR et le vrai rhumatisme et décrivait la PR 

comme étant une maladie prédictive, sous le nom de nodosité des articulations.  

Par la suite, le Dr Adams et le Dr Smith ont montré que de nombreux cas de lésions de 

l'articulation de la hanche, résultant d'une blessure, étaient dus à une PR. 

La publication de la thèse de MM Charcot et Trastour en 1853 marque le commencement 

d’une nouvelle ère dans l’étude de la PR. La position qu’ils occupaient autant qu’internes à la 

Salpêtrière leur a donné des occasions inégalées d'observer la maladie. Tous deux 

considéraient l'arthrite rhumatismale comme une forme de rhumatisme chronique, et leur 

point de vue s'est toujours maintenu en France, trouvant son expression dans les derniers 

écrits du professeur Charcot, ainsi que dans les précieux articles encyclopédiques de MM. 

Besnier et Homolle. Cette vue était fortement soutenue par Garrod, qui a montré que l'excès 

d'acide urique dans le sang était un trait constant dans la goutte (Garrod, 1890). 

Avant d’adopter un nom universel cette pathologie a eu différentes dénominations en fonction 

des chercheurs. Les plus utilisées sont décrites dans le Tableau 1. 

 

Dénomination Auteur 
Rhumatisme chronique des articulations Todd 
Nodosité des articulations Haygarth 
Goutte asthénique primitive Landré Beauvais 
Arthrite rhumatoïde chronique Adams 
Goutte rhumatoïde  
Arthrite rhumatoïde Garrod 
Arthrose Nomenclature du collège royal des 

physiciens 
Rhumatisme chronique primitif Charcot et Vidal 
Arthrite sèche Deville et Broca 
Rhumatisme noueux Trousseau 
Arthrite déformante Virchow 

 

 

Tableau 1 : Dénominations historiques de la PR (Garrod, 1890) 
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3. Aspect clinique et diagnostique de la PR 

La PR est une maladie qui conduit à l’inflammation des articulations et à leur destruction. Les 

douleurs articulaires et les gonflements articulaires touchent en premier lieu les petites 

articulations des mains et des pieds. Ils touchent fréquemment les poignets et/ou les chevilles, 

mais aussi les épaules, les coudes, les hanches et/ou les genoux. 

Les douleurs articulaires sont de nature inflammatoire, occasionnant des réveils en fin de nuit 

et une sensation de blocage des articulations le matin au lever, pouvant durer pendant 

plusieurs heures. 

Ce gonflement est dû à l’infiltration de cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les 

monocytes et les lymphocytes. La membrane synoviale qui entoure l’articulation s’épaissit 

suite à une division des synoviocytes, formant ainsi un pannus. L’inflammation est maintenue 

dans l’articulation, car de nouveaux vaisseaux sanguins se forment pour l’irriguer. Toutes ces 

cellules baignent dans le liquide synovial, dont le rôle physiologique est de lubrifier 

l’articulation, mais lors d’une inflammation il constitue un milieu favorable (cytokines, 

complément, anticorps) à la différenciation des ostéoclastes, cellules responsables de la 

destruction du cartilage et de l’os. 

La PR peut s’accompagner aussi d’atteintes extra-articulaires telles que la présence de 

nodules rhumatoïdes et être associée à d’autres syndromes comme des sécheresses oculaires 

et buccales (syndrome de Gougerot-Sjögren). 

Le diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde doit être aussi précoce que possible car c’est au 

stade du début de la maladie que les traitements ont le plus de chances d’être efficaces. 

Afin de faciliter le diagnostic, le rhumatologue peut se référer aux critères mis en place par 

deux organismes européens (“European League Against Rheumatism“) et américains 

(“American College of rheumatology“), respectivement, l’EULAR/ACR 2010 qui reposent 

sur le dénombrement des articulations gonflées, la présence d’auto-anticorps (FR et ACPA), 

des examens radiologiques mais aussi des examens biologiques pour évaluer le taux de CRP 

et la vitesse de sédimentation (Aletaha et al., 2010; Majithia and Geraci, 2007). 

 Par ailleurs, l’activité de la PR peut se mesurer à l’aide d’une analyse statistique dite DAS 28 

(“Disease Activity Score 28“). Le DAS 28 tient compte de l’évaluation de la douleur et du 

nombre de synovites sur les 28 sites articulaires proposés par l’EULAR, de la valeur de la 

vitesse de sédimentation et de l’appréciation globale du patient sur une échelle de 0 à 100.  
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4. Facteurs de risque de la PR 

a) Facteurs génétiques  

Les causes exactes de la survenue d’une PR ne sont pas encore totalement comprises. On sait 

cependant, que comme la majorité des rhumatismes inflammatoires, la PR répond à la 

définition de maladie complexe ou multifactorielle, résultant non pas de l’effet délétère d’une 

mutation fonctionnelle dont la fréquence est rare dans la population générale, mais de 

l’interaction de plusieurs facteurs génétiques avec des facteurs environnementaux. Pris 

séparément, chaque facteur génétique n’a qu’une contribution modeste au risque génétique 

global pour une maladie complexe donnée. Ainsi, la difficulté réside dans l’identification des 

différents facteurs de susceptibilité et la détermination des combinaisons d’allèles de 

susceptibilité pour lesquelles le risque relatif de développer la maladie sera le plus élevé 

(Dieudé, 2009). 

Il est à noter que les antécédents familiaux augmentent le risque de développer une PR 

d'environ 3 à 5 fois (Frisell et al., 2013), avec une prévalence chez les personnes apparentées 

du 1er degré à un patient PR de 2-12% (Deighton et al., 1989), alors que dans la population 

générale, elle varie de 0,2-1% (Deighton et al., 1989). Les taux de concordance sont de 15-

30% chez les jumeaux monozygotes et de 5% chez les jumeaux dizygotes, ce qui démontre 

une implication des facteurs génétiques dans la pathogenèse de la PR (Consortium, 2007).  

Pris ensemble, les facteurs génétiques semblent expliquer 50-60% du risque de développer 

une PR séropositive. Le marqueur génétique de la PR le mieux étudié et le plus influant est 

sans aucun doute une région du gène HLA-DRB1 (antigènes des leucocytes humains, chaine 

bêta du gène DR), souvent surnommé « épitope partagé ».  

(1) Gène HLA  

L’association génétique entre des gènes localisés dans la région HLA et la PR a été suspectée 

dès 1976 par Stastny (Stastny, 1976). Vers la fin des années 1980, après séquençage du 

locus HLA-DRB1, Gregersen émit l’hypothèse de l’épitope partagé, comme explication à 

l’association constatée entre la région du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe II et la susceptibilité à la PR (Gregersen et al., 1987).  

Dans son hypothèse il suppose une implication directe des molécules HLA-DR dans la 

physiopathologie de la PR, attribuant l’association HLA-DR et PR à certains allèles de 

prédisposition dont la particularité est de coder pour une séquence homologue d’acides 

aminés dans la 3ème région hypervariable du premier domaine de la chaîne bêta d’HLA-DR. 
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Cette séquence, qui concerne les acides aminés en position 70 à 74 (70QRRAA74, 

70KRRAA74 ou 70RRRAA74), est codée par les allèles DR4 (DRB1*0401, 0404 et 

0405), DR1 (DRB1*0101 et 0102) et DR10 (DRB1*1010) et est associée à la PR (Gregersen 

et al., 1987).  

Les différentes variations génétiques de l’épitope partagé ont en commun de charger 

positivement une zone du HLA qui permet aux cellules présentatrices d’antigènes (CPA) de 

présenter les peptides antigéniques, ce qui augmente sélectivement leur affinité pour les 

protéines citrullinées (Hill et al., 2008). Ceci pourrait expliquer l’association connue entre la 

présence de ce facteur de risque génétique et le développement d’une polyarthrite avec la 

présence d’ACPA (Klareskog et al., 2006).  

L’augmentation du risque chez les patients PR avec l'épitope partagé est liée à la 

séropositivité pour les ACPA et les auto-anticorps dirigés contre les IgG (FR). Les ACPA 

sont présents chez 50 à 70% des patients au moment du diagnostic, et reste stable tout au long 

de la maladie (Nell et al., 2005), alors que l'épitope partagé est associé que rarement aux PR 

ACPA-négatives et FR-négatives (Viatte et al., 2015). 

Il existe une hétérogénéité inter-population dans la susceptibilité génétique des allèles codant 

pour l’épitope partagé. L’association avec la PR n’est pas retrouvée dans certaines 

populations, notamment les Afro-Américains et les Hispano-Américains (McDaniel et al., 

1995 ; Teller et al., 1996). L’épitope partagé est cependant retrouvé chez de nombreuses 

personnes qui ne seront jamais touchées par la PR, ce qui plaide en faveur d’une interaction 

entre ces gènes et des facteurs environnementaux (Linn‐Rasker et al., 2006). 

Si HLA-DRB1 représente le composant génétique principal de la PR, le locus HLA ne 

contribue qu’à 30% au risque familial global (Seldin et al., 1999). De plus, il faut noter que 

près de 40 % de la population générale porte un des allèles HLA-DR de prédisposition à la 

PR, contre plus de 70 % des malades. Les allèles de susceptibilité HLA-DRB1 ne sont donc ni 

indispensables, ni suffisants au développement de la PR chez un individu donné. 

Depuis 1998, sept criblages du génome ont été réalisés au sein des populations Françaises, 

Anglaises, Américaines et Japonaises confirmant l’implication du locus HLA dans la 

susceptibilité génétique de la PR (MacKay et al., 2002 ; Okada et al., 2014 ; Osorio y Fortéa 

et al., 2004), mais aussi mettant en évidence de nombreux autres gènes prédisposant au 

développement de la PR (Chibnik et al., 2011). De plus, certaines régions chromosomiques 

d’intérêt semblent communes à différentes maladies auto-immunes comme la PR, le lupus 

érythémateux systémique (LES), le diabète insulinodépendant, le vitiligo, et les dysthyroïdies 
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auto-immunes, suggérant la participation de facteurs génétiques de susceptibilité communs 

(Jawaheer et al., 2001). 

(2) Gène PADI4  

Le gène codant pour la peptidyl arginine déiminase 4 (PADI4) a été identifié comme facteur 

de susceptibilité à la PR dans la population Asiatique (Ikari et al., 2005 ; Suzuki et al., 2003). 

Ce gène produit des enzymes qui convertissent l'arginine en citrulline, créant de nouveaux 

antigènes à l’origine de l’apparition d’auto-anticorps (auto-Ac) spécifiques de la PR que sont 

les ACPA, comme les anticorps anti-filaggrine (Firestein and McInnes, 2017). La spécificité 

de tels anticorps pour la PR suggère un rôle important de la citrullination et donc des enzymes 

PAD dans la physiopathologie de la PR. 

De plus, un haplotype de PADI4 défini par cinq polymorphismes exoniques (padi4_89*A/G, 

padi4_90*T/C, padi4_92*G/C, padi4_94*T/C et padi4_104*T/C) a été identifié comme 

associé à la PR, car jouerait un rôle fonctionnel en modifiant la stabilité de l’ARNm transcrit 

(action stabilisante) et serait associé à la présence d’anticorps anti-filaggrine citrullinée chez 

les patients atteints de PR (Suzuki et al., 2003) 

Le risque de développer une PR est deux fois plus important avec un polymorphisme de 

PADI4 (padi4_94*T/C) dans les cohortes Asiatiques et Nord-Américaines (Firestein and 

McInnes, 2017), alors que de nombreuses études réalisées dans les populations Européennes 

caucasiennes (Françaises et Anglaises) n’ont pas reproduit ces résultats (Barton et al., 2004 ; 

Caponi et al., 2005). Toutefois, une récente méta-analyse incluant six populations 

Européennes a montré qu’un unique variant de PADI4 (PADI4_94) serait associé à la PR 

(Lee et al., 2007). 

(3) Gène PTPN22  

Au sein des facteurs de susceptibilité non-HLA, un polymorphisme fonctionnel du 

gène PTPN22 (R620W) qui code pour la protéine “Tyrosine phosphatase non-receptor 22“ a 

été identifié comme facteur de susceptibilité de la PR, où un résidu tryptophane est substitué 

par un résidu arginine (Begovich et al., 2004 ; Michou et al., 2007). 

Cette substitution induit une mutation dans la protéine PTPN22, une phosphatase qui régule 

Lck (“Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase“), ZAP70 (“Zeta-chain-associated protein 

kinase 70“), et joue un rôle dans la signalisation du récepteur des lymphocytes T (TCR) 

(Firestein and McInnes, 2017).  
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Ainsi, ce polymorphisme a pour conséquence la modification du premier domaine riche en 

proline de la protéine, qui interagit avec la protéine Kinase Csk (Kinase dépendante des 

cyclines), altérant probablement une régulation négative de l’activation des lymphocytes T 

(LT), mais aussi la tolérance dans la périphérie (Bottini et al., 2004). 

Ce SNP (“Single nucleotide polymorphism“) est également associé à de nombreuses autres 

maladies à médiation immunitaire, y compris le LES, le diabète de type 1 (Rawlings et al., 

2015) et les dysthyroïdies auto-immunes (Velaga et al., 2004) 

L’allèle PTPN22 avec cette substitution d'acide aminé (R620W) double le risque de 

développer une PR chez les patients ACPA+ mais pas chez les ACPA- (Firestein and McInnes, 

2017). 

L’association entre PTPN22 et la PR a été observée dans de nombreuses populations ; 

toutefois, il est intéressant de noter que le variant à risque n’a pas été observé dans la 

population Asiatique (Mori et al., 2005).  

(4) Autres gènes  

Plusieurs études ont montré qu’un certain nombre de gènes impliqués dans l'immunité 

adaptative comportent des SNP associés à la PR dans diverses populations (Yamamoto et al., 

2015). 

Par exemple, des SNP ont été identifiés dans des gènes codants pour des récepteurs de 

costimulation tels que CTLA4 (Protéine 4 associée aux lymphocytes T cytotoxiques ) et 

CD28 (Cluster de différenciation 28), et pour les récepteurs Fc (Fragment cristallisable) ont 

été identifiés, mais aussi dans des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

régulation telles que BTLA (“B- and T-lymphocyte attenuator“), la transduction du signal tels 

que TRAF1-C5 (“Tumor necrosis factor-receptor associated factor 1/complement component 

5“), la migration cellulaire (ELMO1 (“Engulfment and cell mobility 1“)) et le développement 

fœtal (LBH (“Limb-bud-and-heart“)) sont également identifiés (Firestein and McInnes, 2017).  

Enfin, plusieurs polymorphismes génétiques associés à la PR ont été identifiés dans les loci 

codant des cytokines tel que le facteur de nécrose tumoral (TNF) (Fonseca et al., 2007) ou les 

récepteurs de cytokines, comme le récepteur de l’interleukine (IL) 6 (Ferreira et al., 2013) 

Le rythme exponentiel de ces études voit chaque mois apparaître de nouveaux facteurs de 

prédisposition à la PR tels que les gènes STAT4 (Signal de transduction et d’activation de la 

transcription 4), IRF5 ( Facteur régulateur de l’interféron 5), TNFAIP (Protéine inductrice du 

TNF-α) et CD40 (Gregersen and Olsson, 2009; Plenge, 2009). 
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b) Facteurs environnementaux et comportementaux  

Il semble possible maintenant de pouvoir dire pour un individu donné s’il est susceptible à 

développer une PR à l’aide d’une prise de sang et de tests génétiques et sérologiques 

spécifiques (Chibnik et al., 2011). La précision des tests génétiques seuls reste cependant 

insuffisante pour qu’ils puissent être utilisés comme moyen de dépistage de la PR. Comme 

illustré en Figure 2, la prédisposition héréditaire de la PR peut être renforcée par différents 

facteurs environnementaux tels que la pollution de l’air ou certaines infections, des facteurs 

comportementaux, tels que le tabagisme ou l’alimentation, des facteurs sociaux tels que le 

niveau socio-économique et éducatif (Callahan and Pincus, 1997; Millar et al., 2013) ou 

encore des facteurs hormonaux (Oliver and Silman, 2006). 

 

Figure 2 : Facteurs de risque de la PR (Smolen et al., 2016a) 

 

ACPA : Anticorps anti protéines citrullinées, MHC : Complexe majeur d’histocompatibilité, PADI : 
Peptidyl arginine déiminase, PTPN22 : “Protein tyrosine phosphatase non-receptor 22”, RF : Facteur 
rhumatoïde. 

Chez une personne ayant des gènes de susceptibilité à la PR, la présence de certains facteurs 
environnementaux en plus des modifications épigénétiques et post-traductionnelles peut entraîner une 
perte de tolérance qui au final conduit à une polyarthrite rhumatoïde.  
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(1) Infections 

En raison des pics saisonniers de PR, les scientifiques ont suspecté que des infections virales 

pourraient être un facteur déclenchant de la maladie. A ce jour, les investigations sont restées 

peu concluantes pour des virus comme le virus d’Epstein-Barr (EBV), les herpesvirus 

humains (HHV-6), les endovirus (HERV) ou le parvovirus B19 (Costenbader and Karlson, 

2006; Draborg et al., 2013)  

Néanmoins, plusieurs études ont retrouvé une association entre parodontite (inflammation de 

la muqueuse buccale) et PR (Hoovestol and Mikuls, 2011), bien que la cause et la nature de 

cette relation restent mal définie (Scher et al., 2016) 

Une hypothèse propose que Porphyromonas gingivalis (une bactérie fréquente dans la 

parodontite) favorise la citrullination aberrante et provoque des ruptures de tolérance aux 

peptides citrullinés via l’expression endogène de PADI4 dans la muqueuse buccale qui, dans 

un contexte inflammatoire, pourrait favoriser la génération d'ACPA (Wegner et al., 2010). 

Plus récemment, des données ont suggèré que P. gingivalis ou d'autres bactéries pourraient 

agir, en se liant au TLR2 (Aquino et al., 2014). Ce processus pourrait augmenter la production 

d'IL-1 et stimuler la différenciation locale des lymphocytes T auxiliaires (Th) de type 17. Une 

étude récente avait identifié qu’Actinobacillus actinomycetemcomitans initie 

l'hypercitrullination médiée par les neutrophiles (PNN) par l'effet d'une toxine, la leucotoxine 

A (LtxA), et a été détecté dans le microbiote oral des patients atteints de PR où il pourrait agir 

comme un déclencheur bactérien de la maladie via la génération de protéines citrullinées 

(Konig et al., 2016). 

La perte de dents sur parodontite a été associée à un doublement du risque de PR (Demmer et 

al., 2011) et des anticorps dirigés contre P. gingivalis sont observés plus fréquemment dans le 

sang de patients atteints de PR que chez des personnes saines (DS) (Smit et al., 2012).  

Comme c'est le cas pour de nombreuses maladies auto-immunes, un intérêt considérable est 

porté sur l'effet du microbiote sur le risque et la progression de la maladie (Honda and 

Littman, 2012; Scher et al., 2016). 

La relation entre le microbiote et la PR a été suspectée depuis de nombreuses années et 

soutenue par des études précliniques. Les données provenant de modèles animaux d'arthrite 

suggèrent un rôle du microbiote intestinal dans le développement de la pathologie (Honda and 

Littman, 2012). Par exemple, la susceptibilité et la gravité de l'arthrite dans une variété de 

souches de rongeurs diminuent lorsqu'elles sont maintenues dans un environnement sans 

germes (“Germ-free“) ou avec une flore bactérienne restreinte (Liu et al., 2016). Ces données 
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suggèrent que les bactéries jouent le rôle d’adjuvant complexe qui amplifie l'auto-immunité, 

soit directement (par exemple, les parois cellulaires bactériennes ou le lipopolysaccharide 

(LPS)) ou en modifiant de manière critique l’environnement muqueux immunorégulateur. Ce 

dernier pourrait soutenir en particulier la génération de réponses de type Th17 en cause dans 

plusieurs modèles animaux de PR (Miossec and Kolls, 2012). 

Dans le côlon de patients PR, la bactérie Prevotella copri est retrouvée de manière abondante 

alors que les bacteroides sont diminuées chez les mêmes patients (Scher et al., 2013). Cette 

surreprésentation de Prevotella n'a pas été observée dans la PR dite chronique (patients avec 

une PR de plus de 6 ans) ou dans d'autres formes d'arthrite (telle que l’arthrite psoriasique). 

Des études sur la population Chinoise ont démontré qu’une modification des populations 

microbiennes de la bouche, la salive et le tractus gastro-intestinale est corrélée avec les 

niveaux d'ACPA et de CRP (Protéine C réactive) (Scher et al., 2015 ; Zhang et al., 2015b). 

Les mécanismes qui sous-tendent ces observations et leur importance restent à élucider. 

(2) Tabagisme  

En plus de ses effets connus sur les maladies cardiovasculaires, pulmonaires et sur plusieurs 

formes de cancer, le tabagisme est le facteur de risque le mieux étudié et le plus influant dans 

la PR.  

Depuis les premières études publiées il y a vingt ans, la cigarette a été maintes fois associée à 

une susceptibilité accrue au développement de la PR (Sugiyama et al., 2010), indiquant un 

rôle de la muqueuse pulmonaire dans l'étiologie de la maladie. D'autres expositions 

pulmonaires peuvent augmenter le risque, par exemple, la silice ou les poussières de textile. 

Néanmoins, les mécanismes sous-jacents à la relation avec le tabagisme sont incertains 

(Catrina et al., 2014) 

Le risque de développer une PR en réaction au tabac existe surtout chez des personnes 

génétiquement prédisposées, en particulier les personnes présentant une ou deux copies de 

l’épitope partagé (Linn‐Rasker et al., 2006 ; Padyukov et al., 2004) ou les personnes qui ont 

un déficit héréditaire des enzymes impliquées dans la détoxification des agents cancérigènes 

et la protection contre le stress oxydatif (Keenan et al., 2010). Si l’épitope partagé est détecté 

dans le sang, fumer augmente le risque de développer la maladie d’environ vingt fois 

(Klareskog et al., 2006).  

L’exposition aux produits chimiques toxiques inhalés dans la fumée de cigarette peut 

potentiellement augmenter l’expression de PADI dans les voies respiratoires et augmenter la 

citrullination des protéines (Vassallo et al., 2014). 
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L'immunohistologie broncho-alvéolaire montre des taux élevés de protéines citrullinées dans 

les macrophages (MФ) pulmonaires et le tabagisme augmente ces protéines citrullinées dans 

les fluides des lavages broncho-alvéolaires (Makrygiannakis et al., 2008). Cependant, les 

protéines citrullinées peuvent également être présentes dans le contexte d'autres maladies ou 

même dans les poumons cliniquement normaux (Catrina et al., 2014). Ainsi, le risque induit 

par le tabac serait plus complexe qu’une simple induction de PADI et pourrait probablement 

promouvoir des altérations épigénétiques, tels que la méthylation de l'ADN (Acide 

désoxyribonucléique) avec un potentiel inflammatoire (Tsaprouni et al., 2014). Peut-être la 

citrullination et la combinaison stochastique de peptides altérés et l'inflammation des 

muqueuses induit un microenvironnement favorable pour la production d'ACPA. Des études 

ont démontré une association entre la formation d’ACPA et l’épaississement des bronches des 

années avant l’apparition des signes cliniques de la PR (“Pre-RA stages“) (Reynisdottir et al., 

2014). Willis et al. montrent que les ACPA sont détectables dans les expectorations des sujets 

à risque de développer une PR en l'absence de séropositivité se qui suggèrent que le poumon 

pourrait être un site de génération d'auto-Ac au début de la PR (Willis et al., 2013).  

De plus, plusieurs études récentes ont montré des signes d'inflammation locale des bronches 

de patients atteints de PR non traités (Reynisdottir et al., 2016).  

Le tabagisme et d'autres formes de stress bronchique (par exemple, l’exposition à la silice) 

augmentent le risque de PR chez les personnes présentant l’allèle de susceptibilité HLA-DR4 

(Symmons et al., 1997). Par ailleurs, l’épitope partagé des chaînes HLA seul augmentent la 

probabilité de développement d’une PR de 4 à 6 fois, mais ce risque augmente de 20 à 40 fois 

en combinaison avec le tabagisme (Lundsröm et al., 2009). 

En outre, le tabagisme et les allèles HLA-DRB1 augmentent de manière synergique le risque 

d'avoir des ACPA (Klareskog et al., 2006). Ces observations permettent de supposer que les 

facteurs de stress environnementaux des poumons et d’autres barrières (telles que la 

muqueuse orale et le tractus gastro-intestinale) peuvent promouvoir des modifications post-

traductionnelles (Firestein and McInnes, 2017), à travers PADI4, qui entraînent une altération 

quantitative ou qualitative de la citrullination des protéines de la muqueuse (Schett and 

McInnes, 2011). 

La perte de tolérance à ces néoépitopes provoque une production d’ACPA (qui peut être 

reconnue par des tests diagnostics) (De Rycke et al., 2004 ; Vincent et al., 1999). Plusieurs 

auto-antigènes (auto-Ag) citrullinés sont reconnus dans les tests anti-CCP (“Anti-cyclic 

citrullinated protein“), y compris l'α-énolase, la kératine, le fibrinogène, la fibronectine, le 

collagène et la vimentine. On estime que 43-63% des patients avec une PR ACPA-positive 
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sont séropositifs pour l'α-énolase citrullinée, qui est fortement associé à HLA-DRB1*04, 

PTPN22, et au tabagisme (Mahdi et al., 2009). Des interactions similaires sont rapportées 

pour les épitopes citrullinés de vimentine et de fibrinogène (Woude et al., 2010) 

La consommation de tabac ne favorise pas toutes les formes de PR, mais seulement les PR 

classiques «séropositives», c’est-à-dire présentant des ACPA ou des FR (Pedersen et al., 

2006, 2007). Ces résultats confirment le rôle de l’épitope partagé qui interviendrait en 

favorisant la présentation antigénique des protéines citrullinées induites par le tabac, 

amplifiant ainsi la production d’ACPA, probablement pathogènes (Klareskog et al., 2006)  

Ainsi, une étude prospective réalisée sur une grande cohorte de patients (“Nurse's Health 

Study“) a montré une corrélation linéaire entre l’importance de la consommation de tabac et 

le risque de développer une PR : les fumeurs ayant une consommation supérieure à 

40 paquets/an avaient un risque deux fois plus élevé comparé aux individus non fumeurs. Il 

est intéressant de noter que ce risque diminue lentement 1 an après l’arrêt du tabagisme, et 

perdurait jusqu’à 20 ans après le sevrage tabagique, suggérant que les effets ne sont pas 

uniquement dépendant de la toxine, mais peuvent également survenir en modifiant la fonction 

immunologique (Costenbader et al., 2006; Källberg et al., 2011).  

c) Facteurs hormonaux  

Il existe une étroite interaction entre le système endocrinien et le système immunitaire. En 

effet, certaines hormones peuvent moduler la réponse immunitaire. Plusieurs observations 

laissent penser que c’est le cas dans la PR. 

La PR est à nette prédominance féminine, puisque 4 femmes pour 1 homme sont touchées, 

avec une rémission fréquente pendant la grossesse et l’allaitement et un risque de PR qui 

semble réduit dans ces cas là (Karlson et al., 2004 ; Pikwer et al., 2009). 

Cette susceptibilité féminine est surtout représentée par les patientes post-ménopausiques. En 

sachant qu’une diminution du taux d’œstrogènes observé durant la ménopause est associé à 

une perte de la masse et de la fonction musculaire (Aleixo et al., 2018 ; Messier et al., 2011). 

De plus, le risque de la maladie augmente chez les femmes ayant eu une ménarche précoce ou 

qui souffrent de cycles menstruels irréguliers et une poussée d’arthrite est souvent observée 

dans la période du post-partum (Pikwer et al., 2012). 

La possibilité que les contraceptifs oraux offrent un effet protecteur contre le développement 

de la PR a été longtemps proposée mais le rôle de la pilule contraceptive n’est pas clair pour 

le moment (Gabriel, 2001; Pikwer et al., 2009) ; cependant, une étude a démontré que les 
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femmes utilisant la pilule présentent moins souvent des FR dans le sérum (Bhatia et al., 

2007). 

5. Traitement de la PR 

Depuis l’introduction des sels d’or dans les années 1920 (Forestier, 1932), de nombreux 

traitements ont fait leur apparition, enrichissant la palette des médicaments disponibles pour 

traiter la PR ; agir durant la phase initiale de la maladie « “Windows of opportunity“ » (Quinn 

and Emery, 2003) et utiliser des traitements ciblés (Smolen et al., 2010) sont les stratégies de 

gestion actuelles. Cela se traduit par une intervention thérapeutique précoce dans l'intention 

de modifier un processus pathologique au début, lors de son déclanchement et d’atteindre à 

long terme la rémission (Kourilovitch et al., 2014).  

Dans le cas de la PR, l'inflammation est au sommet des événements cliniques (entraînant des 

symptômes cliniques, des lésions articulaires, un handicap et une comorbidité) (Smolen et al., 

2007). Sa résolution est la cible thérapeutique majeure. Si l'inflammation disparaît 

rapidement, ses dommages ou sa progression sont empêchés, et la fonction physique peut être 

améliorée au maximum sans autres séquelles.  

Les agents capables d'induire la rémission de cette maladie ont été introduits en clinique dans 

les années 1990. Ceux-ci incluent des médicaments antirhumatismaux modificateurs de la 

maladie (DMARD), qui ont représenté une révolution dans le traitement de la PR, car les 

médecins disposaient d’un traitement efficace et il était désormais admis qu’il fallait traiter le 

plus tôt possible et le plus efficacement possible pour éviter les séquelles. La deuxième 

grande révolution thérapeutique, était dans les années 2000, avec l’apparition des biothérapies 

qui ont permis de diversifier encore l’arsenal thérapeutique des médecins ; ainsi aujourd’hui, 

de plus en plus de patients ont leur maladie bien contrôlée et évitent les séquelles et 

l’handicap (Kourilovitch et al., 2014; Wabe and Wiese, 2017). Néanmoins, seuls 25% des 

patients traités par ces thérapies ciblées entrent en rémission et ces traitements sont 

particulièrement onéreux, avec un coût moyen entre 6 000 et 15 000 euros par patient et par 

an.   

Le traitement de la PR nécessite donc une approche stratégique par lequelle l'évaluation 

régulière de l'activité de la maladie conduit à des adaptations thérapeutiques ou aux 

changements de médicaments conformément à l’activité de la PR (traiter pour cibler) (Smolen 

et al., 2016b). 

 Les mesures de l'activité de la maladie qui incluent les dénombrements articulaires sont des 

outils privilégiés dans les approches de traitement ciblées. En pratique, si une faible activité 
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de la maladie ou une amélioration d'environ 80% dans les index de l’activité de la maladie 

sont atteints au bout de 3 mois, la probabilité d'atteindre la cible au bout de 6 mois après le 

début de la thérapie est très élevée (Aletaha et al., 2016). 

Par contre, si l'amélioration est faible à 3 mois, ou la rémission n'est pas atteinte à 6 mois, le 

traitement doit être réévalué et adapté. Cependant, l'adaptation de la thérapie doit être 

équilibrée nécessitant de prendre en compte les facteurs liés aux patients et les risques liés au 

traitement (Smolen et al., 2016b). 

a) DMARD  

Les médicaments antirhumatismaux modificateurs de la maladie (DMARD) ciblent 

l’inflammation et par définition doivent réduire la progression des dommages structurels.  

Il existe deux classes majeures de DMARD : les synthétiques et les biologiques, illustré dans 

la Figure3. Les synthétiques sont en outre sous définis en conventionnels synthétiques ou 

ciblés synthétiques (Smolen et al., 2014a). 

L'utilisation de DMARD synthétiques conventionnels tels que le méthotrexate, le 

sulfasalazine, le leflunamide et l’hydroxychloroquine a évolué empiriquement et leurs modes 

d'action sont encore largement inconnus. 

En revanche, les DMARD synthétiques ciblés ont été développés pour moduler une cible 

particulière impliquée dans la génération de l'inflammation. Les exemples clés incluent les 

inhibiteurs de la kinase janus (JAK), tels que le tofacitinib ou le baricitinib (Smolen et al., 

2016a). 
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Figure 3 : Traitements dans la PR (London and UK) 

APC : Cellules présentatrices d’antigène, CD : Cluster de différenciation, IL : Interleukine, JAK : Janus kinase, STAT : Signal de transduction et d’activation de la 
transcription, Th : cellules T auxiliaires, TNF : Facteur de nécrose tumorale.  
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(1) DMARD synthétiques conventionnels 

Selon les recommandations de la ligue européenne contre les rhumatismes (EULAR) (Smolen 

et al., 2017), le traitement de la PR doit être initié avec un DMARD synthétique 

conventionnel, idéalement le méthotrexate, plus des glucocorticoïdes à faible dose. Le 

méthotrexate est un immunosuppresseur anti-folique aux propriétés anti-proliférative (Keyßer 

and Schäfer, 2018). Cependant, dans la PR, l’un des mécanismes d’action principal serait 

probablement de favoriser la libération extracellulaire d’adénosine, qui aurait ensuite un effet 

anti-inflammatoire en se liant aux récepteurs à l’adénosine A2R et A3R (Cutolo et al., 2001). 

Il est administré par voie orale ou sous-cutanée une fois par semaine et la prescription d'acide 

folique après son administration améliore la tolérabilité du traitement. Une surveillance des 

taux d’alanine amino transférase (ALAT), de créatinine (CRE), et de gamma glutamyl 

transférase (GGT), est faite chaque semaine durant le premier mois, puis tous les mois, et 

toutes les six semaines après six mois (Keyßer and Schäfer, 2018).  

D’autre DMARD conventionnels synthétiques existent comprenant la sulfasalazine, le 

leflunamide (pour une maladie très légère) et l’hydroxychloroquine ou chloroquine, bien que 

ces anti-paludéens ont peu d’effet structurel (Heijde et al., 1989) 

Bien qu’il n'ait pas encore été démontré de façon concluante que le méthotrexate est supérieur 

aux autres DMARD synthétiques conventionnels cliniquement ou structurellement (Dougados 

et al., 1999), ces autres traitements de fond sont une bonne option dans le cas d’une 

intolérance au méthotrexate, une contre-indication (Keyßer and Schäfer, 2018) ou insuffisante 

amélioration de l’activité de la maladie (Goekoop-Ruiterman et al., 2005). Mais le 

méthotrexate est considéré comme le traitement de fond qui optimise l'efficacité des DMARD 

biologiques (Singh et al., 2016; Smolen et al., 2017)  

(2) DMARDs synthétiques ciblés 

Le tofacitinib, est un inhibiteur des Janus Kinase (JAK1/3 surtout et plus faiblement JAK2). 

L'inhibition de JAK interfère avec la transduction du signal via l’inhibition de la 

phosphorylation de STAT et donc l'activation cellulaire déclenchée par l’IL-6, le GM-CSF 

(“Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“), les interférons (IFN) de type I et II, et 

les cytokines à chaîne γ communes (comme l'IL- 2 ou 15) (O’Shea et al., 2015; Semerano et 

al., 2016). 

L'efficacité du tofacitinib plus méthotrexate à la dose approuvée (5 mg deux fois par jour) 

semble être similaire à celle des biothérapies, alors que la monothérapie au tofacitinib est 
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cliniquement supérieure au méthotrexate, contrairement à la plupart des DMARD biologiques 

(Lee et al., 2014).  

Un inhibiteur de JAK1/2, le baricitinib, qui est en essais cliniques de phase 3, semble avoir la 

même efficacité qu’un DMARD biologique et que le tofacitinib. De plus, il semblerait que le 

baricitinib plus méthotrexate permettrait une amélioration clinique et fonctionnelle (sans 

amélioration structurelle pour autant) par rapport à l'adalimumab (inhibiteur du TNF) plus 

méthotrexate (Taylor et al., 2017). 

(3) DMARDs biologiques 

Actuellement, les produits thérapeutiques biologiques approuvés pour la PR agissent via 

l’inhibition du TNF, de l’IL-1β ou du récepteur de l'IL-6 (IL-6R), le blocage de la 

costimulation des LT ou encore via l’épuisement des cellules B (Smolen et al., 2016a).  

(a) Inhibiteurs du TNF  

Parmi les inhibiteurs du TNF, cinq sont actuellement approuvés pour le traitement de la PR, 

un pour une utilisation intraveineuse (infliximab) et quatre pour l’application sous-cutanée 

(adalimumab, certolizumab pegol, étanercept, et golimumab).  

L’étanercept n’est pas un Ac monoclonal, mais un récepteur soluble du TNF qui inhibe 

compétitivement la liaison du TNF à ses récepteurs de surface. L’infliximab (Remicade) est 

un Ac monoclonal chimérique humain-murin. L’adalimumab (Humira) et le golimumab 

(Simponi) sont des Ac monoclonaux complètement humanisés. Le certolizumab pegol 

(Cimzia) est une molécule recombinante pégylée, composée de la fraction de liaison à 

l’antigène (Fab), mais sans domaine Fc (Smolen et al., 2016a). 

L'étanercept semble associé à un risque inférieur (mais non absent) de réactivation de la 

tuberculose par rapport aux Ac monoclonaux (Winthrop et al., 2005). 

(b) Inhibiteurs de l’IL-1β 

L’anakinra est une forme recombinante humaine de l’antagoniste naturel de l’IL-1β (IL-1Ra). 

Son utilisation dans le traitement de la PR est rare puisqu’il est relativement sûr et son 

efficacité est moindre comparée aux autres biothérapies. Par contre, nous pouvons observer 

son utilisation lors du traitement de l’arthrite juvénile idiopathique (Mertens and Singh, 2009; 

Turkstra et al., 2011). 
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(c) Inhibiteurs du récepteur de l’IL-6  

L'inhibition de la voie de l'IL6 est actuellement obtenue par traitement avec le tocilizumab, un 

Ac monoclonal humanisé dirigé contre l’IL-6R. L’IL-6 elle-même est ciblée par plusieurs Ac 

monoclonaux, y compris le sirukumab, qui a passé les essais de phase 3 (Smolen et al., 

2016a). 

(d) Inhibiteurs de la costimulation des lymphocytes T  

L'abatacept est actuellement le seul inhibiteur de costimulation des cellules T approuvé pour 

la PR ; c’est une protéine de fusion soluble (CTLA4-Ig), comprenant une partie Fc de 

l’immunoglobuline (Ig) G1 et un domaine extracellulaire de CTLA-4. CTLA4-Ig se lie à des 

molécules costimulatrices (CD80 et CD86) sur les CPA, inhibant ainsi la stimulation des 

lymphocytes T (Smolen et al., 2016a).  

Cependant, son efficacité pourrait résulter non seulement du ciblage des cellules T, mais aussi 

de l'inhibition de la fonction des cellules myéloïdes (Bonelli et al., 2013 ; Patakas et al., 

2016). 

(e) Inhibiteurs des cellules B  

Le rituximab est le seul Ac monoclonal (chimérique murin/humain) approuvé pour le 

traitement de la PR, ciblant la molécule de surface CD20, présente sur les LB et entraînant 

leur lyse (Smolen et al., 2016a). 

Le plus important, malgré les différences de cibles, les cinq principaux modes d'action des 

biothérapies (en association avec le méthotrexate) ont des taux de réponse similaires (Nam et 

al., 2014; Schoels et al., 2012; Smolen et al., 2014b), suggérant que tous ces médicaments 

pourraient médier leur efficacité en interférant avec la voie finale commune - à savoir, la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Smolen and Aletaha, 2013). 

Tous les DMARD biologiques présentent une efficacité accrue lorsqu'ils sont combinés avec 

le méthotrexate ou avec un autre DMARD synthétique conventionnel, en particulier le 

leflunomide (Burmester et al., 2007 ; Stefano et al., 2010). Aucun DMARD biologique utilisé 

en monothérapie n’a montré de résultats supérieurs et statistiquements significatifs 

cliniquements ou fonctionnellements par rapport au méthotrexate (Breedveld et al., 2006 ; 

Burmester et al., 2015; Klareskog et al., 2004). 

L'efficacité clinique et structurelle est similaire pour tous les types de DMARD biologiques. 

Lorsqu'un patient ne répond pas à un traitement combinant DMARD biologique (plus 
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méthotrexate), alors tout autre DMARD biologique ou synthétique ciblé pourra être utilisé 

(Welsing et al., 2004). 

Il faut noter, que dans la plupart des recommandations ou des lignes directrices, le rituximab 

devrait être utilisé après d'autres produits biologiques qui ont échoué ; cependant, il est très 

efficace dans la PR précoce (Tak et al., 2011) et est souvent utilisé comme premier biologique 

lorsque les autres sont contre-indiqués (Smolen et al., 2016a). 

b) AINS  

À la différence des DMARD, les médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS), 

tout en réduisant la douleur et la raideur et en améliorant la fonction physique, n’interférent 

pas avec les dommages causés dans les articulations et ne sont donc pas des modificateurs de 

la maladie. 

Ils peuvent augmenter le risque de survenue de crise cardiaque et d'accident vasculaire 

cérébral. Les AINS peuvent également augmenter la tension artérielle et provoquer une 

irritation de l'estomac, des ulcères et des saignements (Crofford, 2013; Smolen et al., 2016a). 

c) Stéroïdes 

 Les glucocorticoïdes offrent de rapides améliorations symptomatiques de la maladie 

(soulager la douleur et la raideur des articulations touchées) (Kirwan et al., 1995), mais sont 

associés à de graves effets secondaires à long terme (Smolen et al., 2016a). 

Les glucocorticoïdes sont administrés à des doses orales faibles ou parentérales en application 

intraveineuse unique ou intramusculaire. Les faibles doses de glucocorticoïdes (<7,5 mg par 

jour) combinées avec le méthotrexate conférent une protection structurelle additive 

contrairement au méthotrexate seul (Wassenberg et al., 2005). 

Les glucocorticoïdes oraux doivent être entrecoupés puis arrêtés dans les 6 mois, lorsque les 

DMARD synthétiques conventionnels ont induit une amélioration significative (Smolen et al., 

2016a). 

d) Arrêt du traitement  

Après que le traitement ait atteint sa cible comme désiré (faible activité de la maladie ou 

rémission), cet état devrait être maintenu quelques temps, permettant d’avoir un état normal 

donnant lieu à une fonction physique et une capacité à travailler au maximum, et une 

meilleure qualité de vie.  
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En cas de rémission soutenue à long terme sous DMARD synthétiques conventionnels 

uniquement, une réduction prudente du traitement peut être considérée, en particulier chez un 

patient ayant reçu un traitement très précoce et ayant atteint une rémission rapidement. 

Quand la rémission (ou une faible activité ciblée de la maladie) est soutenue par des DMARD 

biologiques pendant un certain temps (habituellement environ 6 mois), le clinicien traitant 

doit envisager de réduire la thérapie. Il en est de même pour les glucocorticoïdes, qui doivent 

être réduits et arrêtés au bout de 6 mois, et cela devrait être fait en premier (Smolen et al., 

2016a). 

Pour les biothérapies, le risque de poussée après avoir réduit la dose de moitié ou doublé 

l'intervalle entre les doses est faible, alors que le retrait complet conduit souvent la plupart des 

patients à éprouver une poussée dans l’activité de la maladie (Smolen et al., 2013, 2014c). 

Quand la poussée survient, les patients réagissent généralement très bien à la réintroduction 

du même agent. Cependant, plus de 10% des patients ne retrouveront pas leur bien être 

d'origine et, par conséquent, soumettre les patients à l'arrêt des produits biologiques et donc 

risquer d’avoir une détérioration potentiellement permanente de leur état peut être considérée 

comme éthiquement mal sain. Par conséquent, la réduction progressive des doses devrait être 

la norme, plutôt que l'arrêt soudain des biothérapies (Smolen et al., 2016a). 

e) Effets indésirables associés  

Les biothérapies et les DMARD synthétiques ciblés induisent plus d'événements indésirables 

que les DMARD synthétiques conventionnels. L'incidence des infections graves est 

augmentée, même si elle diminue avec le temps (Listing et al., 2005 ; Ramiro et al., 2014). Un 

risque particulier concerne la réactivation de la tuberculose (Winthrop et al., 2005), bien que 

cela n'ait pas été signalé avec le rituximab.  

Les agents biologiques doivent être évités dans les 5 ans qui suivent la guérison d’une maladie 

maligne (Strangfeld et al., 2010). Cependant, chez les patients ayant des antécédents de 

lymphome, le rituximab ou éventuellement le tocilizumab seraient des médicaments de choix 

(Smolen et al., 2016a).  

Pendant la grossesse, les médicaments employés sont la sulfasalazine ou éventuellement 

l’azathioprine, bien que cette dernière semble avoir peu d'efficacité (Gaujoux-Viala et al., 

2014 ; Krause et al., 2014). Le méthotrexate et le leflunomide sont contre-indiqués (Østensen 

and Förger, 2009). 
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L'utilisation de thérapies biologiques pendant la grossesse est controversée (Raja et al., 2012 ; 

Verstappen et al., 2011). Des données récentes suggèrent que l'utilisation d'inhibiteurs du 

TNF n'est pas associée à des effets sur la conception ou le risque tératogène. Des données 

similaires ont été rapportées pour l'abatacept et le tocilizumab (Flint et al., 2016 ; Götestam 

Skorpen et al., 2016). 

6. Modèles animaux 

L'utilisation de modèles animaux dans la PR a grandement contribué à l'ensemble des 

connaissances sur les processus et médiateurs importants dans la génération de 

l'inflammation, la destruction du cartilage et la résorption de l'os, conduisant ainsi à 

d'importantes avancées thérapeutiques dans cette maladie destructrice (Bendele, 2001).   

Les modèles animaux ont été et continuent à être essentiels aussi bien en recherche 

fondamentale, pour tester les hypothèses, définir les médiateurs biologiques et les processus 

cellulaires impliqués dans la maladie humaine (Benson et al., 2017), que dans l'industrie 

pharmaceutique dans le but de tester de potentiels agents anti-arthritiques (Bendele, 2001).  

Dans le cas de la PR, il existe d'excellents modèles qui présentent certaines caractéristiques 

pathologiques similaires à celles de la maladie humaine tout en ayant des différences. La 

sélection d’un modèle animal doit être un choix judicieux, tenant compte des critères suivants 

: 1) la capacité à prédire l'efficacité des agents thérapeutiques chez l’homme, 2) la facilité 

d'exécution du modèle, prenant en compte la reproductibilité des données et une durée 

d’expérimentation raisonnable et 3) la similitude avec la pathologie et/ou la pathogenèse 

humaine (Bendele, 2001).  

Des débats peuvent exister concernant la validité des modèles animaux. Il est à noter que dans 

le cas de la PR (Seok et al., 2013), 1) les modèles animaux progressent beaucoup plus 

rapidement que les maladies humaines et sont donc caractérisés principalement par des 

réponses inflammatoires aiguës et 2) que les rongeurs ont tendance à avoir une résorption et 

une formation osseuses marquées en réponse à l'inflammation des articulations. En 

comparaison avec les modèles d’arthrose, les modèles de PR sont relativement faciles à 

réaliser, avec une bonne reproductibilité des données et sont généralement de courte durée 

(Bendele, 2001). 

Parmi les modèles murins les plus utilisés, on retrouve des modèles d’arthrite induite 

nécessitant soit une immunisation par Ag tels que l’arthrite induite par protéoglycane (PGIA), 

l'arthrite induite par l’albumine méthylée, et l’arthrite expérimentale au collagène ; soit 

induite par des agents chimiques – comme l'arthrite induite par le pristane chez le rat ; soit des 
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modèles transgéniques développant une arthrite spontanée comme les souris transgéniques 

pour le TNF-α et les souris K/BxN transgéniques pour un récepteur des cellules T (Bessis et 

al., 2017; Brand, 2005).  

a) Modèles d’arthrite induite  

(1) Arthrite expérimentale au collagène  

L'arthrite expérimentale au collagène (AEC) est un modèle animal de poussée d’auto-

immunité utilisé pour étudier la PR (Pietrosimone et al., 2015).  

Il partage plusieurs caractéristiques pathologiques avec la PR, comme la rupture de tolérance 

et la génération d’auto-Ac (Asquith et al., 2009) et le collagène de type 2 (CII) est une 

protéine majeure dans le cartilage, le tissu cible de la PR. De plus, la durée entre 

l'immunisation et la manifestation de la maladie est courte. Le modèle AEC a été largement 

utilisé pour identifier les mécanismes pathogènes potentiels de l'auto-immunité, y compris le 

rôle des cellules dans l'apparition et la progression de la maladie, ainsi que pour concevoir et 

tester de nouveaux agents thérapeutiques. Ces dernières années, le modèle AEC a joué un rôle 

déterminant dans le développement et la mise au point de nouveaux agents thérapeutiques 

biologiquement actifs ainsi que l’analyse des mécanismes, tels que ceux ciblant le TNF-α, une 

cytokine produite par les macrophages (MФ) et les LT, et qui est un médiateur inflammatoire 

dominant dans la pathogenèse de la PR. Le développement de ces thérapies a révolutionné le 

traitement de la PR (Brand et al., 2007). 

Le développement de l’AEC implique l'infiltration des MФ et des PNN dans l'articulation, 

ainsi que des réponses des LT et B au CII (Pietrosimone et al., 2015). Il a été montré que les 

Ac de patients PR et de souris AEC ciblaient le même épitope de CII (Burkhardt et al., 2002). 

La pathogenèse qui en résulte partage plusieurs caractéristiques pathologiques avec la PR, 

dont l'hyperplasie synoviale, l'infiltration des cellules mononucléaires, la dégradation du 

cartilage et, comme la PR, la susceptibilité est liée à l'expression de gènes spécifiques du 

CMH de classe II. Les différences les plus notables entre ce modèle et la PR sont que ni le 

FR, ni les ACPA existent, que peu ou pas de biais sexuel est présent dans le cas de l’AEC, 

que la maladie expérimentale est généralement monophasique (Boissier et al., 1987; 

Holmdahl et al., 1986) et que l’arthrite induite au CII provoque une périostite tibiale (Hegen 

et al., 2008). 

La souche de souris utilisée pour l’induction d’une AEC est généralement la souche DBA/1 

avec l’haplotype H-2q ; toutefois, au cours des dernières années, plusieurs modèles utilisent 
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des souris transgéniques pour HLA-DR ont été établis dans lesquels l'expression transgénique 

des gènes HLA-DR1 ou DR4 de classe II associée à la susceptibilité à la PR confère une 

susceptibilité à l’AEC chez les souche receveuse (C57BL/6 (H-2b)) (Rosloniec et al., 1997 ; 

Rosloniec1 et al., 1998). Ces données indiquent que les molécules DR associées à la 

susceptibilité à la PR sont au moins impliquées dans la réponse immunitaire contre le CII 

(Brand et al., 2007). 

Dans le cas des DBA/1, les souris sont immunisées par une injection sous-cutanée de CII 

bovin émulsionné dans de l'adjuvant complet de Freund (CFA) et reçoivent un rappel de CII 

bovin dans l'adjuvant incomplet de Freund (IFA) 3 semaines après la 1ère immunisation. Ces 

souris développent typiquement la maladie 26 à 35 jours après l'injection initiale. Les souris 

C57BL/6 sont résistantes à l'arthrite induite par le CII bovin, mais peuvent développer de 

l'arthrite lorsqu'elles sont immunisées avec CII de poulet dans du CFA et reçoivent une 

injection de CII de poulet dans de l’IFA ou le CFA 21 jours après la première injection 

(Figure 4). La souche de Mycobacterium inactivé par la chaleur dans le CFA diffère 

également pour chaque souche de souris. Les souris DBA/1 développent une arthrite avec 

Mycobacterium butyrium, tandis que les souris C57BL/6 nécessitent Mycobacterium 

tuberculosis. De plus, l’AEC se développe plus lentement chez les souris C57BL/6 et les 

arthrites sont moins sévères par rapport aux souris DBA/1 (Pietrosimone et al., 2015). 

Cependnat, l’interêt des souris C57BL/6 reside essentiellement sur l’utilisation de souris 

déficientes ou transgéniques. 
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Figure 4 : Modèle d’arthrite expérimentale au collagène (Adapté de (Yang et al., 2017)) 

 

CFA : Adjuvant complet de Freund, CII : Collagène de type 2, IL : Interleukine, TGF : Facteur de 
croissance transformant, TNF : Facteur de nécrose tumorale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction                                                                  Polyarthrite Rhumatoïde 

 

27 

 

(2) Arthrite induite par adjuvants  

L'arthrite adjuvante (AA) est une forme induite d'arthrite (sub) chronique. Les souches de rats 

ont une susceptibilité génétique variable à l’AA, alors que les souris ne sont généralement pas 

sensibles (van Eden et al., 2001). Les rats Lewis sont généralement utilisés dans les études de 

l’AA, plus spécifiquement les femelles qui ont tendance à développer l'arthrite plus 

facilement que les rats mâles, ce qui est similaire à ce qui se passe dans la PR humaine mais la 

pathologie est beaucoup plus variable dans l'apparition et la gravité par rapport aux mâles 

(Bendele, 2001; Hua et al., 2017).  

 L'AA est le plus facilement induit avec des mycobactéries en suspension dans de l'huile, bien 

que chez certaines souches de rats, la pathologie peut être induite avec des adjuvants huileux 

en l'absence de mycobactéries comme dans le cas de l’arthrite induite par pristane, 

un alcane terpénoide saturé naturel extrait de l'huile du foie des requins (van Eden et al., 2001 

; Wang et al., 2017a).  

L'adjuvant peut être injecté à la base de la queue ou dans un des coussinets plantaires. 

L’injection dans ce dernier permet l’étude de la réaction inflammatoire aiguë dans cette zone 

locale ainsi que la réaction immunologique qui se développe généralement après 9 jours dans 

la patte controlatérale et les divers organes. Les caractéristiques de ce modèle sont 

l’apparition et la progression rapide de la pathologie, l’inflammation poly-articulaire, la 

résorption osseuse marquée et la prolifération osseuse périostée. En sachant que la destruction 

du cartilage se produit mais est disproportionnellement faible en comparaison à 

l'inflammation et la destruction des os qui se produisent (Bendele, 2001).  

Il n'y a pas d'auto-Ag particulièrement bien définis dans l’AA ; à cet égard, le modèle 

ressemble à des maladies arthritiques spontanées chez l'homme. Une auto-rémission 

caractérise toutes les souches de rats sensibles à l’AA, bien que la maladie soit généralement 

grave et entraîne des malformations articulaires permanentes, y compris une ankylose (van 

Eden et al., 2001). 

Le modèle animal d’AA est influencé par plusieurs facteurs dont l'âge de l'animal et la souche 

mais aussi par divers facteurs liés au stress, y compris les manipulations de l’animal pendant 

la période d’expérimentation ou le type de véhicule utilisé lors de l’immunisation (Bendele, 

2001; Swingle et al., 1969). 

L'utilisation du modèle adjuvant offre l'opportunité d'étudier les changements pathologiques 

dans une variété de tissus autres que les articulations (splénomégalie et hépatomégalie) et de 

développer la connaissance des profils d'activité de divers agents thérapeutiques (Bendele, 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Terp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saturation_(chimie)
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2001). La maladie est une arthrite auto-immune à médiation cellulaire T qui est fréquemment 

utilisée pour étudier les aspects immunologiques de la PR et d'autres maladies arthritiques ou 

inflammatoires chez l'homme comme le LES (Satoh et al., 1995). 

(3) Arthrite induite par l’albumine méthylée de sérum bovin  

La PR peut être étudiée par un modèle expérimental utilisant de l’albumine méthylée (mBSA) 

issue de sérum bovin et cela par injection intra-articulaire après une immunisation avec du 

CFA, chez la souris, le lapin et plus rarement le rat (WILLIAMS, 1998).  

Le développement de l'arthrite est associé à l'apparition de LT et d'autres cellules 

inflammatoires telles que les MФ dans la synoviale provoquant cette hyperplasie 

caractéristique mais aussi la destruction du cartilage et des os et à la production importante 

d’Ac anti mBSA. Ce modèle ne présente pas de biais lié au sexe (Griffiths, 1992). 

La réactivité des LT contre l'Ag immunisant est un facteur crucial dans le maintien de la 

chronicité (durée) de la maladie (Brackertz et al., 1977). Par contre, ce modèle présente une 

limite au niveau du développement de la pathologie car l’arthrite se développe uniquement au 

niveau de l’articulation injectée par l’Ag et par conséquent ne présente pas de manifestations 

systémiques comme dans la maladie humaine (Williams, 1998). 

(4) Arthrite induite par anti-CII (Collagen-Antibody-Induced 

Arthritis CAIA)) 

La PR est associée à la production d’auto-Ac contre le CII, les ACPA et les FR. Comme pour 

l’AEC où les anticorps IgG anti-CII sont détectables, le transfert de sérum d'une souris 

immunisée par du CII dans une souris receveuse non-immunisée peut induire l'arthrite (Stuart 

and Dixon, 1983), en utilisant de grand volume de sérum concentré. Cela démontre le rôle de 

l'immunité humorale dans le développement de l'arthrite dans laquelle le CII est considéré 

comme l’Ag prédominant (Rowley et al., 2008). En outre, des cocktails d'Ac anti-collagène 

ont permis d’induire le développement de l'arthrite (Holmdahl et al., 1986), on parle alors 

d’arthrite induite par les Ac contre le collagène ou CAIA.  

Bien que le développement clinique de l'arthrite soit similaire à celle de l’AEC et de la PR, la 

CAIA est caractérisée par une infiltration de MФ et de PNN (SANTOS et al., 1997), mais 

n'est pas associée à une réponse des cellules T et B (Nandakumar et al., 2003 ; Yoshino et al., 

1990). Par conséquent, la CAIA peut donner un aperçu des rôles distincts des réponses 

immunitaires innées et adaptatives dans le développement de l'arthrite, et permet d’analyser la 

phase effectrice, mais pas la rupture de tolérance observée lors de la PR.  
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La maladie se développe très rapidement, entre 24h à 48 h après l’administration du cocktail 

d'Ac monoclonaux anti-CII avec 100% d’incidence et est inductible indépendamment de 

l'haplotype du CMH II. De plus, le plus grand avantage est la possibilité d'utiliser des souris 

génétiquement modifiées, telles que les transgéniques et les déficientes (“Knockout“) 

(Asquith et al., 2009). 

(5) Modèle HLA-Tg 

Compte tenu de la forte association génétique entre les allèles HLA de classe II et la PR, il a 

été proposé de générer des souris transgéniques (Eming et al., 2002) pour HLA-DR4 et CD4 

humain (Fugger et al., 1994), car le CMH compte plus d’un tiers des facteurs de risque 

génétiques et ce risque est formellement associé aux Ag HLA-DR4 et HLA-DR1 (Deighton et 

al., 1989). 

La fonction initiale des molécules du CMH II est de présenter l’Ag. L’ensemble peptide 

antigènique-CMH II à la surface de la CPA est ensuite reconnu de façon spécifique par le 

récepteur à l’antigène de la cellule T CD4+ (TCR) et forme un trimère CMH-Ag-TCR. 

Le modèle de souris transgéniques HLA de classe II a été généré à la base pour servir de 

modèle animal in vivo dans lequel plusieurs aspects des réponses immunitaires des LT CD4+ 

humains pourraient être étudiés après immunisation avec un Ag endogène ou exogène 

(Sønderstrup et al., 1999), mais a été particulièrement utile et pertinent pour l'étude des 

mécanismes impliqués dans la rupture de la tolérance qui se produit lors de la PR (Taneja and 

David, 2010). 

Dans le cas de l’étude de la PR, la génération de ce modèle nécessite par exemple 

l’introduction d’un transgène CD4 humain et l’allèle de susceptibilité à la PR HLA-DR*0401 

tout en supprimant les gènes de CMH II murins (Sønderstrup et al., 1999). Cela est réalisé par 

le croisement d’une lignée transgénique de CD4 humain et de l’allèle de susceptibilité HLA-

DR*0401 avec une lignée dont le CMH de classe II endogène est inactivé (Aβo) (Cosgrove et 

al., 1991 ; Killeen et al., 1993). Cela permet d’obtenir des souris dont l'expression cellulaire 

de la molécule HLA-DR*0401 et la prolifération des LT CD4+ sont élevés (Sønderstrup et al., 

1999).  

 Les LT CD4 + de ces souris ont une fonction normale et, comme chez l’humain expriment le 

gène de susceptibilité à la PR HLA-DR4, elles ne développent pas spontanément d’arthrite. 

Ceci est en accord avec les données mettant en avant le rôle des facteurs environnementaux et 

stochastiques en plus des facteurs génétiques dans la pathogenèse de la maladie (Holmdahl et 

al., 1999 ; Sønderstrup et al., 1999).  
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Cependant, les souris HLA-DR4/CD4/Aβo sont hautement susceptibles au développement de 

l'arthrite après immunisation au CII, alors que les souris Aβo sont résistantes (Holmdahl et al., 

1999).  

L'apparition de l'arthrite est généralement soudaine, avec un gonflement de l’articulation et un 

érythème. Le processus inflammatoire se propage ensuite aux autres articulations dans les 

pattes antérieures et postérieures. L’arthrite clinique dure 3 à 4 semaines et est suivie d'une 

déformation articulaire.  

 La phase aigue est observée dès le 1èr mois après les 1ères manifestations cliniques. 

L’inflammation est caractérisée par un gonflement important des articulations, qui dans la 

plupart des cas comprennent une infiltration cellulaire dominée par des PNN et certains MФ 

et lymphocytes. On observe une hyperplasie de la membrane synoviale suivie d’une 

destruction du cartilage et de l’os. 

 La phase subaigüe est observée 2 à 4 semaines après le début de l'arthrite, celle-ci présente 

encore des éléments de l'inflammation aiguë, mais l'œdème et le gonflement sont moins 

proéminents. La formation du pannus continue, consistant en un tissu de granulation dans la 

membrane synoviale contenant des PNN et une plus grande fraction de MФ, de lymphocytes 

et de quelques cellules plasmatiques. Des érosions prononcées du cartilage et de l’os sous-

chondral sont à noter.  

La phase de cicatrisation, qui se déroule 2 à 3 mois après les premiers symptômes, est 

caractérisée par l'organisation du collagène dans le tissu de granulation qui forme le pannus et 

l'augmentation du remodelage du cartilage et de l'os (Holmdahl et al., 1999).  

 La phase terminale (après 6 mois) montre une déformation articulaire sévère due à la 

formation osseuse irrégulière et à la calcification. L'histopathologie est identique à l’AEC 

classique et ressemble à la PR (Holmdahl et al., 1988; Zvaifler, 1973).  

Les souris transgéniques DR4/CD4/Aβo immunisées avec le CII développent des taux élevés 

d'anticorps IgG anti-CII, alors qu’aucune réponse anti-CII n’est observée chez les souris Aβo.  

Bien que l'on puisse montrer que les molécules DR4 et DR1 jouent un rôle important dans 

l'induction de l'arthrite, le rôle d'autres molécules de classe II dans cette maladie n’est pas 

exclu (Holmdahl et al., 1999). 
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b) Modèles d’arthrite spontanée 

(1) Modèle TNF-Tg 

Le TNF-α est une cytokine majeure de la PR. Cette pathologie a souvent été décrite comme 

étant une conséquence de l'expression et/ou le dérèglement de la production de cette cytokine 

ce qui a mené au développement des souris transgéniques pour le TNF-α (TNF-Tg). Les 

premières souris TNF-Tg ont été décrites et générées par Kollias et ses collègues en 1991 en 

utilisant des souris hybrides CBA x C57BL/6, exprimant les haplotypes du CMH H-2k et H-

2b. Dans ce modèle, un vecteur contenant un fragment codant entièrement le gène du TNF-α 

humain dans lequel la région 3'UTR a été remplacée par celle du gène de la β-globine a été 

utilisé. Cette mutation augmente la stabilité et l'efficacité de traduction de l'ARNm du TNF-α 

et donc entraîne une surexpression chronique du TNF-α qui conduit à une polyarthrite érosive 

sévère et par conséquent, l’administration d'Ac anti-TNF-α empêche le développement de la 

maladie (Keffer et al., 1991; Li and Schwarz, 2003). Cette inhibition de la maladie a été 

observée également lors de la vaccination de souris TNF-Tg par un hétérocomplexe 

hémocyanine-TNF-α huamain (TNF-α kinoïde) où ces souris ont développé des Ac 

neutralisant la cytokine (Buanec et al., 2006) 

Plusieurs lignées de souris TNF-Tg ont été générées et 100% de ces lignées développent une 

arthrite chronique et érosive qui touche toutes les articulations, sans exception. Ainsi, ce 

modèle constitue, par exemple, le seul modèle d’arthrite touchant l’articulation temporo-

mandibulaire (Puzas et al., 2001). Dans ce modèle, les premiers signes cliniques caractérisés 

par un gonflement des articulation apparaissent à l’âge de 2 mois et la maladie progresse 

rapidement jusqu’à l’âge d’1 an à condition que les souris puissent vivre jusqu’à cet âge (Li 

and Schwarz, 2003). 

 Les caractéristiques histologiques de ce modèle correspondent à une hyperplasie de la 

membrane synoviale avec une infiltration de l’espace synovial par des lymphocytes et des 

polynucléaires. La formation de pannus et la destruction du cartilage constituent les 

caractéristiques du développement de l’arthrite. De plus, la surface des os au niveau des 

articulations de ces souris se retrouve recouverte d’ostéoclastes qui vont massivement 

résorber l’os. Ces signes cliniques et histologiques imitent tous ceux de la PR, bien que les 

taux sériques du FR soient indétectables. Mais il faut noter que la caractéristique la plus 

distinguée des souris TNF-Tg et qui les distingue de tous les autres modèles animaux est la 

progression naturelle de l'arthrite, qui est chronique et continue à la différence des modèles 

d’AEC et d’AA qui développent une arthrite plus aiguë, avec une régression de la pathologie 
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au final. Ainsi, les souris TNF-Tg constituent le premier modèle animal prédictif de l'arthrite 

(Li and Schwarz, 2003). 

Le modèle s'est avéré particulièrement utile permettant de définir la contribution distincte des 

cytokines effectrices qui régulent l'inflammation et ceux qui régulent le cartilage et la 

destruction des os, comme RANKL (Asquith et al., 2009), mais aussi de déterminer la relation 

entre le TNF-α et l’IL-1 lors de la PR (Probert et al., 1995). 

(2) Modèle SKG 

Les souris SKG portent une mutation ponctuelle du gène codant la protéine ZAP70 (“Zeta-

chain-Associated Protein kinase of 70kDa“), et ont la capacité de développer spontanément 

une arthrite auto-immune chronique due à l’altération de la signalisation du TCR et la 

perturbation de la sélection thymique des cellules T (Benson et al., 2018).  

Par ailleurs, le développement des arthrites dans ce modèle est dépendant des stimuli 

environnementaux. Ainsi, l'élevage de souris SKG dans des conditions spécifiques exemptes 

de pathogènes ou de germes exigent un microbiote fongique ou intestinal respectivement pour 

établir le développement de l'arthrite (Maeda et al., 2016 ; Yoshitomi et al., 2005). Ces 

conditions sont retrouvées dans d'autres modèles incluant les souris déficientes au récepteur 

antagoniste de l'IL-1 (IL-1RA-/-) (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008) et les souris K/BxN (Wu et 

al., 2010b), fournissant des modèles pour définir les mécanismes d'interaction entre dysbiose 

intestinale et susceptibilité génétique.  

Des preuves supplémentaires d'une éventuelle contribution microbienne au développement de 

la PR sont fournies par le lien observé entre la maladie parodontale et la gravité de l'arthrite. 

Par exemple, une infection orale par Porphyromonas gingivalis permet de mettre en évidence 

une poussée dans l'inflammation des articulations et les marqueurs systémiques de 

l'inflammation dans le cas de l’AEC (Leech and Bartold, 2015) et chez les souris SKG 

(Yamakawa et al., 2016).  

Le modèle SKG est caractérisé par l’hyperplasie de la membrane synoviale avec une forte 

infiltration de l’espace articulaire par les LT CD4+, la formation de pannus, l’érosion de l’os 

et la dégradation du cartilage. De plus, contrairement au modèle TNF-Tg, ce modèle 

développe des auto-Ac, dont le FR (Sakaguchi et al., 2003). 
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(3) Modèle K/BxN 

Le modèle d’arthrite spontanée K/BxN chez la souris a été décrit pour la première fois par 

Kouskoff et al. en 1996 (Kouskoff et al., 1996). Ces souris ont été générées fortuitement par 

croisement de la lignée transgénique au TCR KRN avec des souris exprimant la molécule de 

CMH de classe II Ag7 (Asquith et al., 2009). 

Les souris K/BxN développent une arthrite inflammatoire sévère et destructrice, avec des 

titres élevés d'auto-Ac reconnaissant la glucose-6-phosphate isomérase (G6PI). L’examen 

histologique des articulations de souris sauvages montre que le G6PI est présent dans la cavité 

articulaire longeant le cartilage, alors que chez les souris arthritiques, des dépôts de G6PI sont 

amplifiés et colocalisés avec des IgG anti-G6PI. L’accumulation de la G6PI et des anticorps 

anti-GPI dans les articulations conduit à la formation de complexes immuns à la surface du 

cartilage (Kouskoff et al., 1996 ; Wipke et al., 2002). Le mécanisme d'action implique 

l'activation du complément et la dégranulation des mastocytes, et est médié non seulement par 

le TNF mais aussi par l’IL-1 (Asquith et al., 2009).  

La découverte de ce modèle a conduit à plusieurs études sur les titres d’Ac anti-G6PI chez les 

patients atteints de PR. Cependant, à ce jour, les données restent controversées (van Gaalen et 

al., 2004 ; Matsumoto et al., 2003). 

Le sérum de ces souris est capable d’induire l'arthrite dans un large éventail de souches de 

souris receveuses, on parle alors d’arthrite induite au sérum de souris K/BxN (Asquith et al., 

2009). Contrairement aux souris K/BxN qui développent une arthrite chronique, l’arthrite 

induite par le transfert de sérum de ces souris est transitoire, montrant une phase de déclin 15 

jours après le transfert (Ditzel, 2004). Cependant, l’inflammation peut être maintenue par 

répétition du transfert de sérum. De plus, il a été montré qu’aussi bien le transfert de sérum 

que d’IgG purifiées à des souris naïves ou mêmes à des souris déficientes en cellules T ou en 

cellules B, permet le développement d’une arthrite sévère 24heures après le transfert 

(Korganow et al., 1999). 
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B. Immunophysiopathologie de la PR 

1. Introduction 

En 1996, Thomas et Lipsky ont résumé le processus pathologique de la PR en 3 phases 

(Thomas and Lipsky, 1996) : 1) l'initiation de la maladie qui peut impliquer la libération de 

cytokines dans la synoviale conduisant à la différenciation locale des cellules dendritiques 

(DC) et leur migration ultérieure vers les ganglions lymphatiques ; 2) la perpétuation de la 

maladie qui peut nécessiter une pré-activation (“Priming“) des LT autoréactifs par les DC 

dans les ganglions lymphatiques, qui migrent ensuite vers l'articulation en tant que cellules T 

mémoires et sont ainsi localement activés. Les cellules T différenciées de la synoviale 

stimulent les cellules B et les MФ, ce qui conduit à des mécanismes bien établis 

d'inflammation et de destruction tissulaire ; 3) la phase inflammatoire chronique de cette 

maladie qui peut être due à une dérégulation poly-cellulaire comprenant la croissance 

anormale des fibroblastes et les réponses des lymphocytes T aux auto-Ag modifiés. Ces 

phases ont été revues et redéfinies en 2003 par Firestein, où la phase d’initiation fait 

probablement intervenir la stimulation des synoviocytes fibroblastiques (FLS), des DC, des 

mastocytes et des MФ responsables d’une réponse immunitaire innée conduisant à la 

migration de monocytes et de lymphocytes dans la cavité articulaire. Alors qu’au cours de la 

phase inflammatoire, l’activation des LT reconnaissant un ou plusieurs antigène(s) du soi ou 

du non-soi dans l’articulation conduit à la stimulation des LB et à l’amplification de 

l’activation des MФ et des FLS. Enfin, la dernière phase consiste en la destruction articulaire 

qui est essentiellement médiée par les ostéoclastes et des effecteurs libérés par les FLS qui 

acquièrent un phénotype agressif (Firestein, 2003; Firestein and Zvaifler, 2002).  

Ainsi, la stimulation du système immunitaire inné par des agents infectieux et des cytokines 

peut contribuer à l'initiation de la PR et à l'activation des réponses de l'immunité adaptative. 

En outre, un défaut dans la régulation des voies du système immunitaire inné peut prédisposer 

à l'activité persistante des mécanismes immunitaires à la fois innés et adaptatifs dans cette 

maladie (Arend, 2001).  
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2. Cytokines 

Les cytokines sont des médiateurs protéiques locaux, connus pour être impliqués dans presque 

tous les processus biologiques importants, y compris la croissance et l'activation cellulaires, 

l'inflammation, et l'immunité (Feldmann et al., 1996). Ainsi, il n'est pas surprenant qu’elles 

jouent un rôle dans une maladie auto-immune telle que la PR, dans laquelle il existe une 

inflammation chronique, avec destruction du cartilage et de l'os.  

Les cytokines régulent un large éventail de processus inflammatoires qui sont impliqués dans 

la pathogenèse de la PR. Dans les articulations rhumatoïdes, il est bien connu qu'un 

déséquilibre entre les activités des cytokines pro- et anti-inflammatoires favorise l'induction 

de l'auto-immunité, de l'inflammation chronique et donc des lésions articulaires. Ce réseau de 

cytokines est un domaine complexe, avec beaucoup de cytokines montrant des actions 

pléiotropes et de nombreuses cibles différentes. Le contrôle de l'équilibre entre ces deux 

groupes est considéré comme un objectif thérapeutique important. 

On parle souvent de dérégulation de la balance cytokinique en faveur des cytokines pro-

inflammatoires, car nous pouvons observer par exemple dans la PR une activation et une 

différenciation des LT vers un profil Th1 et/ou Th17 pro-inflammatoire aux dépens des Treg 

grâce à la présence dans le tissu synovial de cytokines pro-inflammatoires telles que  l’IL-15, 

l’IL-1 et l’IL-6 et en moindre niveau decytokines anti-inflammatoires comme le facteur de 

croissance transformant (TGF) β. À leur tour, les cellules T stimulent l'inflammation via la 

libération d'IL-17 et par des interactions avec les MФ adjacents. Ces MФ sont d’importants 

producteurs de cytokines, notamment le TNF (une cytokine clé de la PR), l'IL-1, l'IL-6, l'IL-

15 et l'IL-18, entraînant de nombreuses voies pro-inflammatoires dans le tissu synovial. Les 

ACPA produits par les LB favorisent la différenciation des monocytes en MФ et l’activation 

de ces derniers pour produire du TNF-α (Clavel et al., 2008). Ainsi, les cellules B jouent un 

rôle essentiel dans la synovite, en partie grâce à la présentation d'antigènes, la production 

d’auto-Ac et à la libération de cytokines telles que l’IL-6 (Youinou et al., 2009). Par ailleurs, 

la différenciation et l'expansion des LB résultent de leur stimulation par des cytokines comme 

l’IL-6, l’IL-10. De plus, RANKL qui est produit par les LB (Yeo et al., 2011), les PNN 

(Chakravarti et al., 2009) et les fibroblastes (Kim et al., 2009) avec le TNF, l’IL-17 et l’IL-1, 

sont responsables de la maturation et de l'activation des ostéoclastes, aboutissant à la 

résorption osseuse (Lubberts and Berg, 2013; McInnes and Schett, 2007). Rappeleons que 

localement les PNN sont abondants, activés et produisent du TNF-α et de l’IL-8, cytokine 

également associée à la PR, tout comme le GM-CSF (Wright et al., 2014). 
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Une caractéristique importante de la synovite rhumatoïde est le déficit relatif d'expression de 

plusieurs cytokines régulatrices, contribuant ainsi au déséquilibre entre les cytokines pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires dans les articulations. Par conséquent, bien que l'IL-10, 

IL-11 et l’IL-1Ra soient exprimés par les cellules mononucléaires synoviales, elles ne sont 

pas présentes à des concentrations locales suffisantes pour contrecarrer l’activité pro-

inflammatoire dominante. De plus, l’IL-2 et IL-4 dérivées des LT sont presque absentes, ce 

qui peut nuire à la production de cellules T regulateurs (Treg) et favoriser la différenciation 

cellulaire Th1 ou Th17, respectivement. Les récepteurs solubles du TNF et de l’IL-1 (TNFR1 

et l'IL-1R) sont facilement détectables dans le liquide synovial, mais ne sont pas suffisants 

pour contenir l’inflammation induite par ces cytokines (Feldmann et al., 1996; Lubberts and 

Berg, 2013). Dans ce contexte, nous pouvons noter que les thérapies ciblant le TNF et l’IL-6R 

sont efficaces en partie dans la PR (Wright et al., 2014). 

3. Immunité adaptative 

Nous allons essentiellement discuter de l’implication de l’immunité innée durant la PR, car 

cette thèse a porté sur  le rôle des NET sur les cellules de l’immunité innée. 

La réponse adaptative, aussi appelée réponse spécifique ou acquise, tire son nom de 

l’adaptation de l’organisme face à un agent infectieux particulier. Contrairement à la réponse 

innée, elle demande un temps de latence pour permettre la prolifération cellulaire. Elle se 

distingue également par la faculté de mémoire de l’organisme où la réponse s’améliore à 

chaque nouvelle recontre de l’antigène. Cette réponse devient plus intense est plus spécifique. 

Dans la PR, les gènes de susceptibilité associés à cette pathologie et la présence d'auto-Ac 

placent clairement l'immunité adaptative au centre de la pathogenèse. 

Pendant de nombreuses années, le LT était considéré comme la cellule pivot de la 

physiopathologie de la PR à cause de la présence presque exclusive de LT CD4+ activés ou 

mémoire dans la synovite rhumatoïde, de l’existence d’une proportion de LT autoréactifs 

circulants plus élevée chez les patients atteints de PR que chez les sujets sains, du 

déclenchement de la maladie chez des souris normales après injection de LT provenant de 

modèles murins d’arthrite au collagène et enfin du lien établi entre la PR et les molécules du 

CMH II (Skapenko et al., 2005). De plus, le LT participe directement ou indirectement en 

collaboration avec les LB, les DC, les cellules endothéliales ou les ostéoclastes à la 

production d’auto-Ac, à la libération de cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases, 

à l’angiogénèse ou à la destruction ostéocartilagineuse. Bien que les autres acteurs cellulaires 

aient une place tout aussi importante dans la PR, le LT reste néanmoins l’initiateur des 
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réponses immunes à l’origine de cette affection, d’où l’intérêt majeur qu’il peut y avoir à 

moduler son activation (Blache et al., 2011). 

Depuis la description de Mosmann et Sad en 1996 (Mosmann and Sad, 1996), deux sous-

ensembles de cellules T ont été bien caractérisés. L'un de ces sous-ensembles produit l’IFN-γ 

mais pas l’IL-4 (Th1) et l'autre produit l’IL-4 mais pas l’IFN-γ (Th2) (Boissier et al., 2012). 

Les lymphocytes Th1 dans la synoviale rhumatoïde sont recrutés à partir du sang périphérique 

et s'organisent en agrégats qui ressemblent par leur morphologie à l'architecture folliculaire 

des ganglions lymphoïdes. La plupart des LT synoviaux expriment à la fois les marqueurs 

CD4 et CD45RO, et sont donc des LT auxiliaires mémoires. Ces lymphocytes peuvent être à 

nouveau activés par les CPA par engagement des molécules du TCR, des molécules HLA-DR 

mais aussi des molécules de costimulation comme CD28 et CD80/CD86. Un traitement basé 

sur une administration de CTLA4-Ig (abatacept) qui bloque CD80/CD86 et induit un signal 

négatif sur les LT effecteurs  a démontré son efficacité dans la PR soulignant l'importance de 

cette voie de costimulation (Kremer et al., 2003).  

Cependant, même si les cellules T sont abondantes dans le milieu synovial, leur rôle 

fonctionnel reste insuffisamment compris. Le ciblage direct des cellules T par la ciclosporine 

ou l’utilisation d’agents thérapeutiques qui permettent une déplétion de ces cellules montrent 

une efficacité limitée ou nulle (Panayi, 2006). Cette constatation permet de suggérer la 

nécessité de cibler les sous-ensembles de cellules T.  

Bien que la PR soit classiquement considérée comme une maladie médiée par les cellules 

Th1, l'attention est de plus en plus axée sur le rôle des Th17, un sous-ensemble qui produit 

l'IL-17A, 17F, 21, et 22 et le TNF-α (Chabaud et al., 1998a; Miossec et al., 2009). Dans la 

PR, un environnement cytokinique particulier contenant du TGF-β, de l’IL-1β, de l’IL-6, de 

l’IL-21 et de l’IL-23 favorise la différenciation des lymphocytes Th0 en Th17 plutôt qu'en 

Treg (Yang et al., 2008). De plus, l'IL-17A produite par les Th17 a un effet synergique avec le 

TNF pour activer les fibroblastes et les chondrocytes (Hot and Miossec, 2011).  

L'effet des cellules Th17 est directement contrecarré par les cellules Th2, car l'IL-4 est un 

puissant inhibiteur de la différenciation Th17. Les cellules Th17 ne produisent habituellement 

pas d'IFN-γ, mais des exceptions existent. L'IL-17 induit l'expression par les fibroblastes d'IL-

1, d'IL-6, de TNF-α, de NO synthase inductible, de métalloprotéinases et de chimiokines. 

L'IL-21 exerce des effets pro-inflammatoires marqués en agissant sur les cellules T, les 

cellules “Natural Killer“ (NK) et les cellules B produisant des auto-Ac (Boissier et al., 2012).  

L'activation des LT est sous le contrôle des LTreg CD4+CD25+ exprimant le facteur de 

transcription FOXP3 (“Forkhead box 3“). Ces Treg sont capables d'inhiber l'expansion 
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clonale des LT CD4+. La molécule CTLA4 exprimée sur les Treg interagit avec la protéine 

CD28 exprimée sur les LT CD4+ et induit un message inhibiteur. Dans la PR, les Treg sont 

présents dans le sang et la synoviale, mais n'exercent pas pleinement leur fonction régulatrice 

(Behrens et al., 2007). L'administration des antagonistes du TNF-α (anti-TNF-α) aux patients 

atteints de PR permet de corriger cette défaillance avec des Treg qui récupèrent une fonction 

inhibitrice soulignant le rôle du TNF-α sur le contrôle de la fonction des Treg (Nadkarni et al., 

2007). De plus, il est à noter que l'amélioration de la PR pendant la grossesse pourrait être 

due, en partie, à l'expansion des Treg (Quintero et al., 2012). 

L'immunité adaptative humorale fait partie intégrante de la PR. Les cellules B synoviales sont 

principalement localisées dans les agrégats de cellules T et B. En effet, ce contact étroit avec 

les cellules T fait intervenir APRIL (Ligand inducteur de la prolifération), BLyS ( Stimulateur 

de LB), et les chimiokines CC et CXC (Ohata et al., 2005). Par ailleurs, les plasmablastes et 

les plasmocytes sont largement distribués dans la synoviale et dans la moelle osseuse juxta-

articulaire que les cellules B (Schett and McInnes, 2011). 

L’efficacité du rituximab, un Ac monoclonal anti-CD20 dans la PR montre l’importance des 

LB dans la pathogénèse de cette maladie (Behrens et al., 2011). 

 Les LB sont avant tout d’importantes CPA dans la PR et Melet et al. ont montré en 2013 que 

le rituximab peut avoir aussi un impact sur les LT chez l’homme, entraînant un diminution 

des CD4+ (Mélet J. et al., 2013). Les LB producteurs de FR ont vraisemblablement un rôle de 

présentation antigénique particulièrement important. Ils ont en effet la capacité de lier des 

complexes d’Ig de différentes spécificités reconnaissant des antigènes du soi ou du non-soi. Il 

a été montré que la diminution du taux de FR sous rituximab est corrélée à la réponse 

clinique, ce qui laisse penser que les LB producteurs de FR ont un impact important sur 

l’activité de la maladie (Thurlings et al., 2008; Tsiakalos et al., 2008). 

Comme illustré en Figure 5, les LB participent également à la pathogénèse de la PR via la 

production d’auto-Ac (FR et ACPA), les derniers étant d’importants outils pour le diagnostic 

de la PR. Par exemple, dans les modèles murins d’arthrite, le transfert d’Ac peut induire une 

arthrite (Monach et al., 2004) soulignant leur importance. Les ACPA apparaissent plusieurs 

années avant le début de la maladie et augmentent progressivement en quantité et en nombre 

de sous-types (Sokolove et al., 2012). Les ACPA peuvent avoir un effet pathogène direct en 

se liant aux précurseurs des ostéoclastes, entraînant leur différenciation en ostéoclastes 

participant ainsi à la perte osseuse (Harre et al., 2012). De plus, les sujets sains ACPA+ ont 

une masse osseuse plus faible que les sujets sains ACPA-, ce qui souligne le rôle des ACPA 

sur le remodelage osseux, indépendamment de l’arthrite (Kleyer et al., 2014). 
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Le rôle des cellules B dans la pathogenèse de la PR va au-delà de la production d'auto-Ac 

incluant ainsi la présentation d’auto-Ag mais aussi la production de cytokines (Schett and 

McInnes, 2011). Ces cellules peuvent produire de nombreuses cytokines telles que l’IL-2, 4, 

6, 10, 12, 16 et voire même l’IFN-γ, les lymphotoxines α et β, le TGF-β et le TNF-α. Dans 

certaines études le LB est défini selon son profil de sécrétion cytokinique. Dans la PR, les 

analyses des transcrits d’ARNm montrent que les B synoviaux de tous les patients expriment 

IL-12p35, IL-12p40, IL23p19, IL-7, IL-15, TNF-α, BAFF, APRIL et RANKL alors que rares 

sont ceux qui produisent de l’IL-1, IL-21, IL-18, IL-6 et IL-10. La production de RANKL par 

les LB synoviaux pourrait expliquer en partie l’activation des ostéoclastes (Yeo et al., 2011). 
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Figure 5 : Immunité adaptative dans la PR (Morel, 2014)  

ACPA : Anticorps anti protéines citrullinées, B7 : Molécule de co-stimulation, CD : Cluster de 
différenciation, CPA : Cellule présentatrice d’antigène, HEV : Veinule postcapillaire, HLA : Antigène des 
leukocytes humains, IFN : Interféron, IL : Interleukine, MMP : Métalloprotéinase matricielle, PGE : 
Prostaglandine, RANKL : Ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B,Syno.F : 
synoviocyte fibroblastique, TCR : Récepteur des cellules T, TH : Lymphocyte T auxiliaire, TNF : Facteur de 
nécrose tumorale, VCAM : “Vascular cell adhesion molecule”.  

Le déclenchement de la PR pourrait faire intervenir l’immunité innée et/ou adaptative. L’activation des 
TLR stimule les cellules dendritiques, les synoviocytes, les macrophages. L’activation des lymphocytes T 
dépendrait de la reconnaissance d’un antigène présenté par les CPA. La combinaison des deux, cela 
aboutirait à l’activation des lymphocytes T en lymphocytes Th1. Ces lymphocytes stimuleraient, par 
l’intermédiaire des cytokines, les synoviocytes et les macrophages. Les médiateurs (cytokines, enzymes) 
produits par ces cellules activeraient les ostéoclastes. Ces ostéoclastes, sous l’effet de RANKL, seraient 
activés et interviendraient dans la destruction ostéoarticulaire.Les ACPA produits par les LB favorise la 
différenciation en ostéoclaste. 
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4. Immunité innée 

Le développement de techniques permettant la détection de cytokines dans le liquide et la 

membrane synoviale a conduit à reconsidérer le rôle de l’immunité innée dans la pathogénie 

de la PR. Les cytokines libérées par les MФ et les FLS (IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, TNF-α) sont 

présentes en plus grandes quantités par rapport aux cytokines secrétées par les LT (IL-2, IFN-

γ). En outre, l’efficacité des stratégies thérapeutiques visant à bloquer ces cytokines (Ac anti-

TNF-α, TNFR, IL-1Ra, …) montre l’importance de ces médiateurs dans l’inflammation 

chronique et la destruction articulaire observées au cours de la PR.  

Au cours de cette partie je me suis focalisée sur quelques éléments de l’immunité innée qui 

ont été étudiés plus précisement durant ma thèse à savoir le C1q, le LL-37, le TLR-9 et 

l’inflammasome. 

a) Médiateurs solubles de l’immunité innée  

(1) Complément 

Le complément ou système du complément a été décrit il y a plus d'un siècle comme étant un 

facteur sérique thermolabile qui à l’aide d’Ac présents dans le sérum était capable de lyser des 

bactéries responsables de l’infection. Cette activité, qui complète l’action bactéricide des Ac, 

lui a valu le nom de complément. Depuis cette définition s’est affinée mettant en avant son 

appartenance au système immunitaire inné, sa capacité d’éliminer les pathogènes sans avoir 

besoin d'une exposition antérieure et son activation avant même la synthèse des Ac (Okroj et 

al., 2007). 

Ainsi, le complément non seulement protège contre les agents pathogènes envahissants en 

raison de ses activités d’opsonisation, inflammatoires et lytiques, mais contribue également à 

la régulation et la modulation d'autres systèmes biologiques, en particulier la réponse 

immunitaire adaptative (Köhl, 2006; Walport, 2001). 

Cependant, l’activation du système du complément contribue à la pathogenèse de plusieurs 

maladies auto-immunes et inflammatoires, y compris la PR (Ballanti et al., 2011 ; Okroj et al., 

2007). 
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(a) Voies d’activation 

Ce système comprend plus de 30 protéines plasmatiques et membranaires, qui s’activent à 

travers une cascade enzymatique. Dans une telle cascade, un composant activé active un autre 

composant jusqu’à l’aboutissement de l’effet biologique (Walport, 2001). L’activation du 

complément peut se faire par 3 voies distinctes illustrées par la Figure 6 : la voie classique, la 

voie des lectines et la voie alterne (Ballanti et al., 2011). 

La voie classique peut être initiée par la liaison du C1 via la sous unité C1q directement aux 

complexes immuns (CI) (Nauta et al., 2004). La liaison du C1q à l'anticorps induit des 

changements conformationnels dans le complexe C1 et conduit au clivage de C4 en C4a et 

C4b. L’opsonine C4b clive à son tour C2 en C2a et C2b, entraînant la formation du complexe 

C4bC2a, dit C3 convertase classique (Gál et al., 2009). Cette voie peut être activée par 

plusieurs déclencheurs présents dans l'articulation enflammée dans le cas d’une PR, tels que 

les auto-Ac (IgM ou IgG), liés à leurs cibles formant un CI, les cellules apoptotiques et les 

protéines du cartilage telles que la fibromoduline. Ainsi, les cellules B produisant des auto-

Ac, qui à leur tour forment des CI, contribuent à la pathogenèse de la PR en partie par 

l'activation du complément (Okroj et al., 2007).  

La voie alterne est activée quand un composant du complément activé spontanément se lie à 

la surface d’un pathogène. On peut observer cela lors de la reconnaissance du 

lipopolysaccharide (LPS) : C3b se forme spontanément et se fixe à la surface contenant le 

LPS, puis s’associe au facteur B qui est clivé en Bb et Ba par le facteur D. Ba est libéré alors 

que la sérine protéase Bb reste associée au C3b pour former la C3 convertase alterne (C3bBb) 

(Rus et al., 2005a). 

L'activation de la voie des lectines est initiée par la liaison de la MBL (Lectine liant le 

mannose), une protéine sérique ou de ficoline, une protéine soluble du système immunitaire 

innée, aux carbohydrates contenant du mannose sur les micro-organismes (Chen et al., 2010). 

Cela entraîne l'activation de sérine protéases MASP-1, MASP-2 et MASP-3 (“Mannan-

Associated Serine Protase“). MASP-2, une l'enzyme clé de la voie des lectines, clive C4 et 

ensuite C2, conduisant à la formation de la même C3 convertase que dans la voie classique, 

c'est-à-dire C4bC2a (Gál et al., 2009). 

L’Activation du système du complément par l'une des trois voies conduit au clivage de C3 en 

C3a et C3b par la C3 convertase pour au final former la C5 convertase (Ballanti et al., 2011). 

Au centre de l'activation du complément se trouve ainsi la formation de complexes 

enzymatiques tels que les C3- et C5-convertases suite au clivage des proenzymes conduisant à 
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leur activation et à la libération concomitante de fragments d’anaphylatoxines chimioattractifs 

(C3a, C5a) et d’opsonines (C1q et C3b : qui recouvrent les cellules afin de faciliter la 

phagocytose). Lors de l'activation de C5, le fragment C5a est libéré et agit comme 

chimioattractif pour les PNN, les monocytes, les MФ et les éosinophiles. Le C5a induit 

également la production de cytokines et d'autres médiateurs pro-inflammatoires, et améliore la 

perméabilité vasculaire (Riedemann et al., 2003). Des effets similaires mais moins prononcés 

sont induits par les anaphylatoxines C3a et C4a. L'autre produit de l'activation de C5, le C5b, 

initie l'assemblage du complexe d'attaque membranaire (MAC) après liaison avec C6, C7, C8 

et C9 sur la membrane de la cellule cible. Le MAC peut contribuer à l'inflammation en raison 

de sa capacité à lyser les cellules et à induire des changements drastiques dans les cellules 

(Fosbrink et al., 2005; Kilgore et al., 1996). 

Il semble que l'anaphylatoxine C5a soit le principal produit de l'activation du complément 

responsable des lésions tissulaires dans la PR, bien que le dépôt du MAC ainsi que 

l'opsonisation avec des fragments de C3b soient également importants (Okroj et al., 2007).  

Les voies classiques et des lectines génèrent la même C3 et C5 convertase (C3bC4bC2a), 

alors que la voie alternative génère une C3 et C5 (C3bBbC3b) convertase différente. Les trois 

voies convergent vers l'activation de C5 pour former C5a (un chimioattractant puissant) et le 

complexe d’attaque membranaire C5b-9, qui peut conduire à la lyse cellulaire (Chen et al., 

2010). 
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Figure 6 : Voies d’activation du complément (Merle et al., 2015) 

 

C1Inh : Inhibiteur de la C1 estérase, C4BP : “C4b binding protein“, CD : Cluster de différenciation, CR1 : 
Recepteur du complément, DAF : “decay accelerating factor“, FH : Facteur H, MAC : Complexe 
d’attaque membranaire, MASP : “Mannose-associated serine protease 1“, MBL : Mannose liant les 
lectines, MCP : Cofacteur protéique membranaire. 

 

Le système du complément est composé de 3 voies. La voie classique est activée par la formation de 
complexe immun à la surface du pathogène et des cellules apoptotiques, menant à la formation du 
complexe C1. La voie des lectines reconnait le mannose du glycane sur le pathogène conduisant à la 
formation du complexe MBL MASP. Ces 2 voies mènent à la formation de la convertase C3 classique : 
C4b2a. La voie alterne est activée en permanance à de faible niveau grâce à l’hydrolyse du C3 en 
C3(H2O). L’absence d’inhibiteur du complement sur le pathogène mène à la formation de la C3 
convertase alternative : C3bBb. L’activation du complement permet l’opsonisation et la phagocytose 
grâce aux dépots de C3b, la lyse bactérienne par la formation du complexe C5b-9 et l’inflammation en 
recrutant les cellules immunitaires, endothéliales et épithéliales, et l’activation des plaquettes. 
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(b) Pathologies liées au complément 

La découverte d’individus avec des déficits héréditaires du complément a grandement 

contribué à une meilleur comprehension du rôle du système du complément dans la défense 

de l’hôte et de son homéostasie. 

Ces pathologies liées à un déficit de complément sont souvent associées à des infections 

récurrentes par des bactéries encapsulées et des maladies à CI telles que le LES et la 

glomérulonéphrite (S. Reis et al., 2006). Cependant, les défauts et les déficiences dans les 

inhibiteurs du complément provoquent également des maladies telles que le syndrome 

hémolytique et urémique atypique (Richards et al., 2007), la glomérulonéphrite membrano-

proliférative et la dégénérescence maculaire liée à l'âge (Schaumberg et al., 2007; Zipfel et al., 

2006). Une activation inappropriée ou excessive du complément contribue à la pathogenèse 

de la glomérulonéphrite (Seelen and Daha, 2006), des lésions d'ischémie (Chan et al., 2006), 

de la PR (Allegretti et al., 2005), de la sclérose en plaques (Rus et al., 2005b), et beaucoup 

d’autres maladies inflammatoires aiguës et chroniques. 

(c) Régulateurs de la cascade du complément 

Pour minimiser les dommages induits par la sur-activation du complément sur le soi, il existe 

de multiples régulateurs du complément dans le plasma et sur les cellules (Mizuno, 2006).  

Les inhibiteurs du complément sont solubles ou liés à la membrane et agissent à différents 

niveaux de la cascade. Il y a quatre principaux types d'inhibiteurs : 

 Les premiers sont les C1 inhibiteurs ou inhibiteurs de la C1 estérase. Ce sont des 

protéines sériques dont la fonction est d’inhiber les sérines protéases qui 

appartiennent à la famille des serpines (Harpel and Cooper, 1975), elles agissent donc 

sur le C1r et le C1s activés 

 Le deuxième type comprend le sérum carboxypeptidase N (SCPN), qui inactive 

protéolytiquement les anaphylatoxines générées à partir de C5 et C3 : C3a, C4a et 

C5a (Skidgel et al., 1986).  

 Le troisième est la protectine CD59, qui est attachée aux cellules hôtes par 

l'intermédiaire de glycophosphatidylinositol (GPI) d'ancrage, empêche le C9 de 

polymériser et de former le MAC (Kim and Song, 2006). 

 Le dernier groupe est formé de nombreux inhibiteurs qui agissent sur les convertases 

C3 et C5 soit en dissociant les complexes enzymatiques (accélération de la 

désintégration), soit en favorisant la dégradation enzymatique de C3b ou C4b médiée 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycosylphosphatidylinositol
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par SPF (“Serine Proteinase Factor I“) (Kim and Song, 2006; Tsiftsoglou et al., 

2005).  

Plusieurs inhibiteurs du complément ont été reconnus en tant que thérapeutiques potentiels en 

raison de leurs rôles cardio-protecteurs (Fu et al., 2006), leurs actions anti-inflammatoires 

(Mulligan et al., 1999), et leur potentiel pour contrecarrer l’hémoglobinurie paroxystique 

nocturne (Hillmen et al., 2006) ou le rejet hyper-aigu au cours de la xénotransplantation 

(Kirschfink, 2002). De plus, le succès de l'inhibition du complément dans les modèles 

expérimentaux de PR identifie le complement comme cible thérapeutique potentielle dans la 

PR. 

(d) C1q 

C1q est une protéine de haut poids moléculaire (460 kDa) principalement synthétisée 

localement par les MФ et les DC immatures, à la différence des autres facteurs du 

complément principalement synthétisés dans le foie par les hépatocytes (Loos et al., 1989). 

C1q est formé de 18 chaînes polypeptidiques : six chaînes de C1qA, six chaînes de C1qB, et 

six chaînes de C1qC (Arlaud et al., 2002). Les chaînes A, B et C s'associent en six 

hétérotrimères pour former la molécule C1q mature fonctionnelle. Chaque chaîne contient un 

domaine N-terminal de type collagène et un domaine C-terminal globulaire. Cette molécule 

est comparée à un « Bouquet de tulipes » comme illustré en Figure 7, où les six régions 

globulaires du C1q (chacune formée d'une chaîne de C1qA, de C1qB et de C1qC) sont 

disposées à l'extrémité de tiges collagènes émergeant d'une queue formée des six triples 

hélices de type collagène. Ces tiges se lient à deux molécules de chacun des composants C1r 

et C1s, formant le complexe C1 (1ère protéine de la voie classique) (Janeway et al., 2009).  
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Figure 7 : Représentation schématique de l’assemblage d’une molécule C1q (Frachet et al., 
2015) 

Le C1q est assemblé à partir de trois chaînes de polypeptides (A, B et C) codées par 3 gènes différents 
(C1QA, C1QB et C1QC). Chaque chaîne comprend une séquence collagène like N-terminale et une tête 
globulaire C-terminale, avec des ponts disulfures reliant les extrémités N-terminales des chaînes A, B et 
C. Chaque dimère A-B s'associe à une chaîne C, ce qui donne une sous-unité de base composée de deux 
tiges collagène like hétérotrimériques prolongées par des domaines globulaires. L'association de 3 
sous-unités donne lieu à une longue protéine avec sa forme typique de bouquet à six fleurs, les tiges 
étant maintenues ensemble grâce à leur partie N-terminale et se séparent au niveau des têtes 
globulaires. 

 

Des changements conformationnels de la molécule C1q induite par la liaison à l'un de ses 

ligands entraînent la libération de ces enzymes : changement de la conformation de C1r, qui 

peut alors cliver et activer le zymogène C1s. Ses ligands traditionnels sont les IgG et IgM 

présentes dans les CI. Les fragments constants de ces Ac sont reconnus par les régions 

globulaires du C1q qui reconnaissent aussi des structures polyanioniques à la surface de 

bactéries, de virus ou de parasites et sont capables de lier les cellules apoptotiques (cellules 

endothéliales, kératinocytes et cellules mononuclées circulantes), alors que la queue de type 

collagène se lie aux récepteurs au C1q, à l’ADN, à la myéline et au LPS. En plus le C1q a la 

capacité de se fixer à de nombreux agents de phase aiguë dont la CRP, l'amyloïde P et la 

PTX3 (pentraxine 3) (Trouw et al., 2013).  

Les récepteurs cellulaires pour le complément ont été identifiés en tant que tels sur les 

leucocytes périphériques par le groupe de Nussenzweig en 1968 (Lay and Nussenzweig, 
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1968). Depuis, de nombreuses protéines liant le C1q ont été identifiées, certains sont 

présentés dans le Tableau 2. 

 gC1qR/p33 (“Receptor of the C1q globular region“) est une protéine multi-fonctionnelle de 

33 kDa capable de fixer les régions globulaires du C1q (Ghebrehiwet et al., 1994). Ce 

récepteur se trouve au niveau de la face interne de la matrice mitochondriale. Il a été suggéré 

que lorsque les cellules sont stressées ou en cours d’apoptose, gC1qR peut se trouver sur les 

surfaces cellulaires et ainsi être en mesure de se lier au C1q mais aussi à de multiples ligands 

tels que la thrombine, la vitronectine ou le kininogène de haut poids moléculaire 

(Ghebrehiwet and Peerschke, 1998; Ghebrehiwet et al., 2001). En plus de son expression à la 

membrane, gC1qR/p33 peut être détectée dans différents compartiments cellulaires et son 

expression peut être induite par des cytokines inflammatoires telles que l'IFN-γ, le TNF-α ou 

du LPS. 

cC1qR/calréticuline (“Receptor of the C1q collagenous domain“) initialement décrit pour son 

interaction avec le C1q (Ghebrehiwet et al., 1984), ce récepteur interagit également avec la 

MBL et les protéines du surfactant SP-A et SP-D, protéines de la famille des collectines. Ces 

protéines présentent la particularité de posséder comme le C1q un domaine de type collagène. 

Ce récepteur a été initialement localisé dans le réticulum endoplasmique de la plupart des 

cellules eucaryotes où il participe à l'homéostasie du calcium et au contrôle de la qualité des 

glycoprotéines qui y sont formées. Il assure ce rôle de chaperon avec la calnexine, autre 

protéine résidente du RE (Alberts et al., 2002). La CRT (calréticuline) a également été 

détectée dans le milieu extra-cellulaire et à la surface cellulaire sous certaines conditions de 

stress, lors de l'inflammation, d'un choc thermique ou d'une infection virale (Eggleton et al., 

1997). 

Ces 2 récepteurs identifiés ci-dessus n'ont ni de domaine transmembranaire, ni d’ancrage, ils 

fonctionnent probablement comme des corécepteurs en association avec des protéines 

transmembranaires à la surface cellulaire telles que le CD91/LRP1 (CRT) et DC-SIGN 

(gC1qR), qui ont récemment été reconnues comme pouvant lier directement le C1q (Duus et 

al., 2010; Hosszu et al., 2012).  
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Tableau 2 : Récepteurs du C1q (Frachet et al., 2015) 

 

AC : Cellules apoptotiques, AGE : “Advanced glycation end-products“, C1qBP : “C1q binding protein“, 
cC1qR : “Receptor of the C1q collagenous domain “, CCP : Protéines de contrôle du complément, CR1 : 
Récepteur 1 du complément, CRT : Calréticuline, DC : Cellules dendritiques, DC-SIGN : “DC-specific 
intercellular adhesion molecule grabbing non integrin“, ECM : Matrice extracellulaie, EGF : Facteur de 
croissance épidermique, gC1qR : “Receptor of the C1q globular region“, HMGB : “ High–mobility group 
box 1 “, HSP : Protéine de choc thermique,  ICAM :“ Inter cellular adhesion molecule“,KO : “Knock out“, 
LA : Récepteur de type A des LDL, LAIR : “Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor“, LDL : 
Lipoprotéines de basse densité, LRP1 : Récepteur α2-macroglobulin, Mac : Complexe d’attaque 
membranaire, MBL : “Mannan-binding lectin“, MФ : Macrophages, PS : Phosphatidyl sérine,RAGE : 
“Receptor for advanced glycation end-products “, SLE : Lupus érythémateux systémique, SREC : 
Récepteur scavenger exprimé par les cellules endothéliales, WTD : Beta propeller, α2β1et αMβ2 : 
Intégrine. 
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CR1/CD35, récepteur 1 du complément, est également appelé le récepteur d'adhérence 

immunitaire, et a été initialement identifié comme récepteur pour les opsonines C4b et C3b 

(Klickstein et al., 1997), agissant comme un régulateur de l'activation du complément. CR1 

est exprimé sur de nombreuses cellules, y compris les érythrocytes, les éosinophiles, les PNN, 

les monocytes, les MФ, les LB, certains sous-ensembles de cellules T, les DC folliculaires et 

les podocytes glomérulaires (Liu and Niu, 2009). Sur les globules rouges, ce récepteur 

transporte les particules du complément et les CI à la rate et au foie pour être phagocytés par 

les MФ résidents. Depuis, CR1 a été identifié comme étant un récepteur pour le C1q, le MBL 

et les ficolines (Ghiran et al., 2002; Jacquet et al., 2013; Klickstein et al., 1997). Cependant, 

l'implication de l'interaction C1q-CR1 dans la phagocytose n'a pas été démontrée jusqu'à 

présent.  

L'intégrine α2β1 est connue pour être un récepteur pour les composants de la matrice 

extracellulaire, y compris le collagène, et est impliquée dans l'inflammation et l'immunité 

(Margadant et al., 2011). Elle est exprimée sur de nombreux types cellulaires tels que les 

cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules 

hématopoïétiques, y compris les plaquettes (Zutter and Edelson, 2007). Il a été démontré que 

cette intégrine interagissait avec le C1q et d'autres membres de la famille des collectines tels 

que la MBL et le surfactant protéine-A. L'interaction C1q-α2β1 a été suggérée jouer un rôle 

dans l'activation des mastocytes et la sécrétion de cytokines (Edelson et al., 2006; Zutter and 

Edelson, 2007). L’integrine α2β1 interagit avec la CRT à la surface de diverses cellules, y 

compris les plaquettes (Elton et al., 2002). Il a été proposé que cette integrine interagit avec la 

partie collagène-like du C1q et des collectines à travers son domaine α2 (Edelson et al., 2006). 

CD91/LRP1 (ou récepteur α2-macroglobuline) est un récepteur multifonctionnel 

d’endocytose et de signalisation cellulaire de la famille des récepteurs des lipoprotéines de 

basse densité, exprimé à la fois par les phagocytes professionnels (MФ et DC) et non 

professionnels (cellules épithéliales, cellules endothéliales, fibroblastes,...). Il est composé de 

deux chaines α (85 kDa, C-terminal, membranaire) et β (515 kDa, N-terminal, extracellulaire) 

liées de manière non covalente. Il est impliqué dans la liaison à une grande variété de ligands, 

y compris les lipoprotéines, les protéines de la matrice extracellulaire ou les protéases (Herz 

and Strickland, 2001). Une interaction directe entre les molécules LRP1 et C1q a été décrite, 

impliquant à la fois les tiges collagène et les têtes globulaires du C1q (Duus et al., 2010). 

SREC-I joue un rôle crucial dans la reconnaissance et l'engloutissement des cellules 

apoptotiques et dans la prévention de l'auto-immunité. Cette fonction est médiée par 
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l'interaction de SREC-I à C1q, ce dernier étant lié à la phosphatidyl sérine à la surface des 

cellules apoptotiques (Ramirez-Ortiz et al., 2013).  

RAGE (“Receptor for advanced glycation end-products“ (AGEs)) est un récepteur de 45 kDa 

de la superfamille des Ig comprenant un domaine extracellulaire avec 3 domaines Ig-like 

(Type V, C1 et C2), un domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique C-

terminale (41 acides aminés). L'oligomérisation de RAGE joue un rôle dans la reconnaissance 

de ligands et la transduction de signal, qui sont médiées par l'association à des protéines 

adaptatrices cytoplasmiques (Fritz, 2011). 

RAGE est exprimé sur les monocytes, les MФ et les DC, et agit comme un motif de 

reconnaissance pour les signaux de danger endogènes, y compris les AGE, le HMGB1, les 

fibrilles β-amyloïdes, la protéine S-100 et l'ADN, connus pour jouer un rôle pathogène dans 

des maladies inflammatoires chroniques (Sorci et al., 2013). Il participe également à 

l'efférocytose (Friggeri et al., 2011; He et al., 2011) et contribue à la résolution de 

l'inflammation. 

RAGE se lie aux têtes globulaires du C1q et améliore la phagocytose médiée par C1q, un 

processus suggérant l’implication de la formation d'un complexe récepteur avec CR3 (Ma et 

al., 2012). Milutinovic et al. ont rapporté que RAGE pouvait lier le collagène in vitro 

(Milutinovic et al., 2014). 

Le récepteur phagocytaire CR3 (alias Mac-1, intégrine αMβ2, CD11bCD18) est une intégrine 

exprimée sur la plupart des cellules immunitaires, y compris les PNN, les DC et les MФ. Il se 

lie à une large gamme de ligands incluant les fragments C3 du complément ( C3b/iC3b), les 

protéines de la matrice extracellulaire, les molécules d'adhésion (ICAM-1 et -2) et les motifs 

microbiens (Frachet et al., 2015). 

Il a été démontré que CR3 interagit de manière extracellulaire avec d'autres récepteurs C1q y 

compris LRP1 (Ranganathan et al., 2011) et RAGE (Ma et al., 2012). En outre, une 

interaction directe entre CR3 et C1q a été rapportée (Ma et al., 2012). Par contre, les 

domaines impliqués dans cette interaction ne sont pas encore connus. Comme RAGE, CR3 se 

lie aux collagènes in vitro (Lahti et al., 2013). 

DC-SIGN (“DC-specific intercellular adhesion molecule (ICAM)-3 grabbing non integrin“/ 

CD209) est un récepteur lectine de type C avec une courte queue cytoplasmique N-terminale 

(37 acides aminés) contenant des motifs de recyclage et d'internalisation, un domaine 

transmembranaire et un domaine extracellulaire C-terminal. Il est exprimé par les DC et les 

MФ et est un récepteur impliqué dans de multiples fonctions, y compris l'adhésion, la 

reconnaissance des agents pathogènes et la présentation antigènique (Garcia-Vallejo and 
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Kooyk, 2013). L’interaction entre les PNN et les DC est médiée par l'interaction de DC-SIGN 

avec CR3 (Ludwig et al., 2006). Il a été proposé que l’interaction DC-SIGN-C1q faisait 

intervenir le site de liaison des IgG de la tête globulaire du C1q et la poche de liaison du Ca2+ 

du domaine lectine de DC-SIGN (Hosszu et al., 2012). 

LAIR-1 (“Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor-1“/CD305) fait partie de la 

famille des récepteurs immunitaires inhibiteurs et s'exprime à la surface des cellules 

immunitaires myéloïdes et lymphoïdes. LAIR-1 est un récepteur pour les collagènes 

membranaires et matriciels et son interaction avec eux dépend de la présence de résidus 

d'hydroxyproline (Lebbink et al., 2006). Son homologue soluble LAIR-2 interagit avec le 

C1q, la MBL et la protéine tensioactive D à travers leurs régions collagène-like (Olde 

Nordkamp et al., 2014; Son et al., 2012), et inhibe la voie classique et lectine du complément 

(Nordkamp et al., 2014). L'engagement de LAIR-1 par C1q déclenche la phosphorylation de 

ses motifs ITIMs (“Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs“) sur les monocytes, ce 

qui représente probablement un mécanisme impliqué dans le maintien de la tolérance 

immunologique (Son and Diamond, 2015; Son et al., 2012). 

Le C1q à longuement été associé à la pathogénèse de la PR. Des études antérieures avaient 

permis d’identifier une molécule C1q altérée dans les liquides synoviaux des articulations des 

patients atteints de PR et ceci a été confirmé par les travaux de Trinder et al. où 

l’immunisation de rats Lewis sensibles à l'arthrite avec du C1q altéré (oxydé) permettait 

l’induction d’un gonflement et d’un érythème des articulations compatibles avec une réaction 

inflammatoire semblable à l'arthrite et la production d’Ac réactifs au C1q et au CII (Trinder et 

al., 1997).  

De plus, Trouw et al. ont mis en évidence un polymorphisme nucléotidique associé au 

développement d’une PR et ont observé que l'allèle rs292001 G, qui protège contre le 

développement de la PR, s'associe à une concentration sérique plus élevée en C1q (Trouw et 

al., 2013). Ceci est en accord avec les observations antérieures dans le LES, selon lesquelles 

les faibles taux de C1q prédisposent à l'auto-immunité (Manderson et al., 2004; Miura-

Shimura et al., 2002), et qu’une déficience génétique complète de C1q est fortement associée 

au développement de cette maladie (Botto and Walport, 2002). 

En 2012, Leffler et al. avaient constaté que le sérum d'un sous-groupe de patients atteints de 

LES actifs avait une capacité réduite à dégrader les “Neutrophil Extracellular Traps“ (NET) 

générés in vitro, qui était principalement restaurée lorsque ces patients étaient en rémission. 

Chez ces patients le C1q se lie aux NET et inhibe leur dégradation, tout en activant le 

complément. Ceci est dû à l’inhibition de la DNase I, donnant au complément un nouveau 
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rôle potentiel dans la pathogenèse du LES (Leffler et al., 2012). Cependant, il a été rapporté 

que le C1q se lie à l'ADN (Jiang et al., 1992) et favorise la dégradation de la chromatine 

dérivée de cellules nécrotiques (Gaipl et al., 2004). Dans l’étude de Leffler, l’inhibition de la 

dégradation de l’ADN des NET par le C1q pourrait être due soit à l'interaction directe entre 

C1q et DNase-I, soit à l'encombrement stérique. C1q est une grosse molécule, et sa liaison 

aux NET pourrait potentiellement inhiber l'accès à la DNase-I. Des études antérieures liées à 

ce sujet ont montré que C1q avait un rôle inhibiteur sur la production de cytokines 

inflammatoires telles que l'IFN-α par les pDC, cytokine clé dans le LES (Lood et al., 2009). 

Dans la PR, le taux de CI intra-articulaires est plus élevé que les circulants (Roberts-Thomson 

et al., 1980). Les CI peuvent activer le système du complément et stimuler les phagocytes via 

les récepteurs des fragments Fc et les récepteurs du complément dans l'articulation, entraînant 

une libération de médiateurs de l'inflammation comprenant les cytokines pro-inflammatoires, 

les métalloprotéinases et les espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans la PR. Cependant, les 

auto-Ag contenus dans les CI rhumatoïdes restent inconnus (Sawada et al., 2009). 

Sawada et al. ont démontré que les peptides dans le LS PR, contenus dans des CI reconnus par 

le  FR ou le C1q, ont été citrullinés in vivo. Ceci est étoffé par les résultats de Zhao et al. 

démontrant que le fibrinogène citrulliné (principale cible des ACPA) est présent en tant que 

composant du complexe C1q-CI circulant chez la moitié des patients PR anti-CCP positifs, et 

que les CI isolés du pannus contenaient également du fibrinogène citrulliné (Zhao et al., 

2008). D'autre part, plusieurs peptides peuvent interagir directement avec C1q, y compris les 

peptides rétroviraux (Spear et al., 1991), l'adiponectine (Peake et al., 2008), la fibronectine 

(Sorvillo et al., 1985), le peptide bêta-amyloïde (Webster et al., 1997), l'intégrine α2β1 

(Edelson et al., 2006), la CRP (Agrawal and Volanakis, 1994) et la protéine Tamm-Horsfall 

(Rhodes, 2002). Par conséquent, il ne peut être exclu que de tels peptides se liant à Clq soient 

présents et citrullinés dans le LS PR. Les données suggèrent que les Ag citrullinés peuvent 

contribuer à la pathogenèse de la PR par la formation de CI dans l'articulation. 
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(e) Complément et PR 

À ce jour, la pathogenèse de la PR n'est pas entièrement comprise, mais il existe des preuves 

montrant un rôle important des composants de la cascade du complément dans sa 

physiopathologie (Ballanti et al., 2011). L’importance de ce composé de l’immunité innée a 

été constatée en 1981 quand l’équipe de Lennox Holt avaient montré que des rats dont le 

complément a été déplété par du CVF (“Cobra Venom Factor“) étaient résistants à l’AEC 

(Morgan et al., 1981). Depuis, il est connu que l'augmentation de l’activation du complément 

est potentiellement liée à l'apparition et/ou à l'augmentation de l'inflammation dans la PR, 

mais aussi qu’un déficit en complément peut induire cette pathologie (Ballanti et al., 2011). 

L’activation du complément dans la PR est susceptible de provoquer une inflammation locale 

due à la libération des anaphylatoxines C3a et C5a comme illustré en Figure 8. Moxley et al. 

avaient démontré que la concentration de C3a dans le liquide synovial de patients PR était 7 

fois plus élevée que celle des patients atteints d'une maladie dégénérative des articulations ou 

d’arthrite traumatique (Moxley and Ruddy, 1985). Alors que Jose et al. avaient quant à eux 

montré que la concentration du C5a dans le liquide synovial (LS) des patients PR était 

suffisante pour entrainer l’accumulation des PNN lors de la PR (Jose et al., 1990), ce qui a été 

confirmé en 2017 sur des modèles expérimentaux montrant que le C5a comme l’élément clé à 

l’adhésion cellulaire des PNN sur l’endothélium articulaire initiant ainsi l’inflammation 

(Miyabe et al., 2017). De plus, le récepteur du C5a (C5aR) a été retrouvé sur les MФ et FLS 

des patients atteints de PR avec une corrélation significative entre l’expression de ce récepteur 

et le nombre d’articulations enflées (Yuan et al., 2003). 

L’implication du C5 et C3 a été confirmée dans les modèles expérimentaux. Wang et al. 

avaient montré que l’administration systémique d'Ac monoclonal anti-C5 inhibait 

efficacement l'activation terminale du complément in vivo. En effet, ces Ac empêchaient le 

clivage de C5 et la libération de C5a. Le traitement des souris ayant une AEC par ces Ac 

empêchait l'apparition de l'arthrite et améliorait efficacement une maladie déjà établie (Wang 

et al., 1995). De plus, l’apparition et la gravité de l’AEC sont inhibées chez les souris 

déficientes en C5, C3 ou au facteur B, et cela malgré des titres élevés d'Ac anti-CII (Hietala et 

al., 2002; Wang et al., 2000). Ces résultats ont montré que la voie classique et peut-être aussi 

la voie alterne sont impliquées dans la pathogenèse de l’AEC (Hietala et al., 2002). Il en est 

de même dans le modèle CAIA, où la résistance au développement de l’arthrite est observée 

chez les souris C3- ou facteur B-KO (“Knockout“) (Hietala et al., 2004). 

Cependant, l’enthousiasme concernant l'utilisation des inhibiteurs du complément dans la PR 

a diminué depuis la constatation que le blocage de C5aR ne réduit pas l'inflammation 
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synoviale chez les patients atteints de PR (Vergunst et al., 2007). La compréhension 

croissante des mécanismes complexes de l'immunité sous-jacents de l’inflammation initiale de 

l'articulation suggère qu'un traitement plus précoce peut être plus efficace (Holers, 2013). 

Plusieurs études ont montré que les niveaux de vitronectine et clustérine, deux protéines 

régulatrices du complément, sont faibles dans le liquide synovial de patients PR. De faibles 

niveaux d’inhibiteurs du MAC dans le LS ou le tissu synovial ainsi qu’une faible expression 

de la protectine par les cellules de la membrane synoviale sont retrouvés dans la PR. Le défaut 

de régulation du complément dans l’articulation pourrait favoriser des attaques lytiques sur les 

cellules locales (Høgåsen et al., 1995; Kemp et al., 1992; Konttinen et al., 1996). 

Il semble que la voie alterne d’activation du complément soit prioritairement induite dans la 

PR comme le démontre certains résultats chez l’homme (Brodeur et al., 1991) et dans les 

modèles murins, comme l’arthrite de la souris K/BxN (Ji et al., 2002) et l’AEC sur des souris 

C5a- ou C3a-KO (Banda et al., 2006). Ceci est surprenant car cette pathologie présente des 

concentrations élevées d’auto-Ac et de CI activateurs de la voie classique du complément. 

L’explication de cette incohérence est que le C1q reconnait et est activé par d’autres ligands 

présents dans le LS qui sont non CI et donc activateurs d’autres voies du complément.  

La diminution de la concentration du facteur B et de la properdine dans le LS et une 

augmentation des niveaux de fragments Ba et Bb générés au cours de la formation de la C3 

convertase de la voie alterne (Brodeur et al., 1991; El-Ghobarey and Whaley, 1980) prouve 

que cette voie est activée dans l’articulation rhumatoïde. Aggarwal et al. ont démontré 

l'activation de la voie alterne avec la formation de MAC chez les patients atteints de PR 

juvénile (Aggarwal et al., 2000) mais aussi l’activation de cette voie par des CI contenant des 

FR de type IgA chez des enfants atteints de maladie polyarticulaire (Jarvis et al., 1993) ainsi 

que des adultes atteints de PR (van Zeben et al., 1992). 

Les contributions de la voie des lectines dans la PR sont relativement peu connues mais il a 

été rapporté que des changements dans la glycosylation des IgG dans la PR provoquent une 

augmentation de la liaison de MBL entraînant une augmentation de l'activation du 

complément (Malhotra et al., 1995). 

Il a été montré que les patients atteints de PR avec de faibles concentrations en MBL sont plus 

jeunes au début de la maladie (Arend, 2001) et ont une maladie articulaire plus sévère par 

rapport aux patients atteints de PR sans ce déficit (Graudal et al., 1998; Ip et al., 2000). Cela 

est confirmé par une étude Chinoise où le polymorphisme de MBL induisant des taux 

diminués de ce type de lectine est associé à la PR (Ip et al., 2000). Dans la voie des lectines, la 

carence en MBL, n’est pas directement associée à l'apparition de la PR, mais est associée à sa 
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sévérité (Kilpatrick, 2002). De plus, MBL est l'une des molécules qui reconnait tardivement 

les cellules apoptotiques et nécrotiques (Nauta et al., 2003). En l'absence de MBL, la clairance 

des débris des cellules apoptotiques et nécrotiques dans l'articulation enflammée peut être 

altérée menant à l'exacerbation de la maladie (Okroj et al., 2007). 

Il est connu que les patients atteints de PR ont des niveaux accrus de CI circulants (Hay et al., 

1979; Zubler et al., 1976). Une partie de ces complexes dont les FR, sont capables d'activer le 

complément via la voie classique (Tanimoto et al., 1975). Or Trouw et al. ont suggéré que les 

ACPA provenant de patients atteints de PR pouvaient activer la voie classique mais aussi 

alterne du complément (Trouw et al., 2009). On ne sait pas dans quelle mesure les CI 

circulants contribuent à l'activation du complément dans la PR. Comme il n'y a pas de preuves 

concluantes que les CI sont les déclencheurs principaux de l'activation du complément dans la 

PR, d'autres déclencheurs potentiels doivent être envisagés. Un de ces déclencheurs pourrait 

être la protéine C-réactive (CRP), puisque cette protéine de phase aiguë peut activer le 

complément à la fois in vitro et in vivo (Volanakis, 1982; Wolbink et al., 1998). Dans une 

étude intéressante, Moleenar et al. ont démontré que les niveaux plasmatiques de complément 

activé et de CRP sont augmentés chez la majorité des patients atteints de PR et que ces taux 

sont corrélés à l'activité de la maladie (Molenaar et al., 2001). De plus, la CRP participe à 

toute réaction inflammatoire en activant les MФ qui ensuite digèrent les cellules apoptotiques 

opsonisées. Couplée à ces cellules, la CRP active alors la voie classique du complément 

(Falgarone et al., 2005).  
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Figure 8 : Contributions possibles du système du complément dans le développement de la 
PR (Okroj et al., 2007) 

Ab : Anticorps, FM : Fibromoduline, IC : Complexe immun, MAC : Complexe d’attaque membranaire.  

Dans la PR, le complément peut être activé de plusieurs manières dans l’articulation. La presence 
d’auto-anticorps, de complexes immuns, de cellules apoptotiques et nécrotiques, et certains 
composants du cartilage tels que la fibromoduline pourraient participer à cette activation et donc aux 
dommages au niveau du cartilage. L'activation du complément conduit à une libération de 
l’anaphylatoxine pro-inflammatoire C5a qui attire et active les neutrophiles et les macrophages. Ces 
cellules à leur tour sécrètent des protéases et des cytokines qui attirent les lymphocytes T et B et 
d'autres cellules inflammatoires, favorisant ainsi le processus inflammatoire. Il s’en suit la formation et 
l’activation du complexe d’attaque membranaire. 
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(2) Peptides antimicrobiens : LL-37 

Le système immunitaire inné joue un rôle crucial dans la défense contre les microbes en 

utilisant les peptides antimicrobiens. Ces peptides représentent un mécanisme important de 

défense contre l'invasion bactérienne et fongique des organismes eucaryotes. Des centaines de 

peptides sont synthétisés et parmi eux deux familles sont mieux caractérisées : les défensines 

et les cathélicidines (Cederlund et al., 2011). Les défensines sont des peptides amphipathiques 

cationiques. Chez les humains, les rats et la plupart des autres mammifères, les α-défensines 

se trouvent principalement dans les granules sécrétoires des PNN. En revanche, les β-

défensines ne sont pas exprimées dans les PNN, mais par la plupart des cellules épithéliales, 

et leur expression est souvent stimulée par des stimuli pro-inflammatoires ou une infection. 

Semblables aux défensines, les cathélicidines sont synthétisées et stockées comme précurseurs 

inactifs dans les granules secondaires de PNN et maturées par protéolyse avant d'être libérées 

comme peptides antimicrobiens actifs (Sørensen et al., 2001). Chez l'homme, il existe une 

seule protéine précurseur de la cathélicidine connue, hCAP18, qui donne le peptide mature 

LL-37 (Johansson et al., 1998; Turner et al., 1998) (son orthologue chez le rat est le peptide 

mature de 43 résidus rCRAMP) (Termén et al., 2003). 

LL-37 est un peptide cationique de 37 acides aminés comme illustré en Figure 9, généré par 

clivage extracellulaire de l'extrémité C-terminale de la protéine hCAP18 de 18 kDa par des 

sérines protéases de la famille des kallikréines dans les kératinocytes (Larrick et al., 1995; 

Yamasaki et al., 2006) et par la protéinase 3 (PR3) dans les PNN (Sørensen et al., 2001). LL-

37 est capable de former des agrégats dans les bicouches lipidiques et en solution et ainsi, 

contrairement à d'autres peptides antimicrobiens, est protégé de la dégradation protéolytique. 

Sa charge positive lui permet de s'associer préférentiellement aux membranes de 

phospholipides chargées négativement (Oren et al., 1999). En outre, il prend une forme 

principalement hélicoïdale pendant les interactions membranaires, ce qui entraîne une 

ségrégation unilatérale de ses résidus hydrophobes. Cela permet la pénétration membranaire, 

la formation de pores transmembranaires et la lyse bactérienne (Lee et al., 2011; Turner et al., 

1998). Les membranes cellulaires associées au cholestérol, telles que celles trouvées chez les 

mammifères, sont protégées contre les effets de formation de pores par LL-37 ; cependant, 

cela peut être surmonté par des concentrations plus élevées de peptide (Ding et al., 2013; 

Vandamme et al., 2012). 
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Figure 9 : Représentation hélicoïdale en roue de LL-37 (Vandamme et al., 2012) 

Représentation hélicoïdale en roue de LL-37, illustrant sa nature amphipathique et cationique. Les 
résidus hydrophiles sont présentés sous forme de ronds, les résidus hydrophobes sous forme de 
diamants, potentiellement chargés négativement sous forme de triangles, et potentiellement chargés 
positivement sous forme de pentagones. Les résidus les plus hydrophobes sont en vert, la couleur 
devient plus claire proportionnellement à l'hydrophobicité, avec une hydrophobicité nulle codée en 
jaune. Les résidus hydrophiles sont codés en rouge, le rouge étant le résidu le plus hydrophile (non 
chargé) et la couleur s’éclaircit proportionnellement à l'hydrophilie. 

 

Le LL-37 a été caractérisé à l’origine comme exprimé constitutivement dans les granules 

secondaires des PNN (Larrick et al., 1995). Aujourd’hui, il est admis que ce peptide anti-

microbien est produit par de nombreux types cellulaires comprenant les MФ, les cellules NK 

et les cellules épithéliales de la peau, des voies aériennes, et de l’intestin (Vandamme et al., 

2012). La régulation de son expression est contrôlée par les voies inflammatoires ainsi que par 

la voie de la vitamine D et du stress du réticulum endoplasmique (Liu et al., 2007; Schauber 

and Gallo, 2008). Des études utilisant des souris déficientes en mCRAMP, l'orthologue murin 

de LL-37, ont démontré des rôles antimicrobiens importants pour ce peptide.  

Dans la peau, LL-37/mCRAMP est nécessaire pour prévenir les infections bactériennes 

invasives (Nizet et al., 2001). De même, les souris déficientes en mCRAMP ont une 

augmentation de la colonisation et de l'invasion des bactéries pathogènes dans le côlon et sont 

plus sensibles aux infections des voies urinaires (Chromek et al., 2006).  

Par ailleurs, en plus de ses propriétés antimicrobiennes, le LL-37 possède de nombreuses 

propriétés modulatrices du système immunitaire qui peuvent contribuer au développement de 

maladies auto-immunes. 
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(a) LL-37 dans la PR et autres pathologies 

LL-37 attire les PNN, les monocytes, les cellules T et les mastocytes, induit un large éventail 

de gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire, la communication et la mobilité et fixe de 

nombreux ligands y compris les acides nucléiques (Mookherjee et al., 2009). 

Dans le psoriasis, le LL-37 produit par les kératinocytes et les PNN semble contribuer à sa 

pathogenèse en induisant la production d’IFN de type I par les DC comme illustré en Figure 

10, en modifiant la fluidité membranaire (Morizane et al., 2012) ou via la formation de 

complexes avec les ADN et ARN du soi libérés localement, conduisant ainsi à une activation 

prolongée du TLR9 et TLR7 (Lande et al., 2007, 2011), respectivement. 

Dans le sérum de patients atteints de LES, les complexes formés de peptides antimicrobiens et 

d’ADN du soi, produits par des PNN activés sous forme de NET, déclenchent l'activation du 

TLR9. De plus, les patients atteints de LES développent des auto-Ac contre l’ADN du soi et 

contre les peptides antimicrobiens (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011). 

Compte tenu de l'importance du LL-37 sur le développement du LES et du psoriasis, il peut 

également stimuler les voies des TLR impliquées dans d'autres maladies auto-immunes tels 

que la PR. 

Dans le cas de la PR, une expression élevée de LL-37 et de sa protéase activatrice (PR 3) a été 

décrite, plus particulièrement an niveau de la membrane synoviale (Matsumoto et al., 2008; 

Paulsen Friedrich et al., 2002). L'ostéopénie périarticulaire est fréquente chez les patients 

atteints de PR (Deal, 2012). Or, le LL-37 induit l'apoptose des ostéoblastes, ce qui pourrait 

contribuer à la réduction de la formation osseuse dans les articulations arthritiques (Säll et al., 

2013). En outre, Hoffman et al. ont rapporté qu’une expression élevée de LL-37 est 

principalement observée dans les ostéoclastes et les granulocytes dans la synovite de patients 

PR. En utilisant un modèle d'arthrite induite par le pristane chez le rat, une sur-expression de 

rCRAMP, l'orthologue murin de LL-37, a été démontrée dans les granulocytes, les MФ et les 

cellules T γδ du liquide synovial, ainsi qu’une production d’Ac anti-CRAMP (Hoffmann et 

al., 2013). Ceci suggère que le LL-37 peut contribuer au développement de l'arthrite. 

Plusieurs études ont mis en évidence l’association entre maladie parodontale et 

développement de la PR. En effet, ceci pourrait être expliqué par l’implication du LL37, car il 

a été rapporté que les niveaux de LL-37 sont augmentés dans le liquide gingival de patient 

atteint de maladie parodontale chronique (Türkoğlu et al., 2009) et peuvent jouer un rôle dans 

la promotion de l'inflammation gingivale en augmentant la production de prostaglandines E2 

(Chotjumlong et al., 2013).  
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Le risque de développement de la PR est positivement influencé par le tabagisme, qui est 

associé au développement d’ACPA et corrèle avec l'activité de la maladie (Wolfe, 2000). La 

fumée de cigarette est capable d'induire une régulation positive de mCRAMP via les voies 

NF-κB, et le recrutement des MФ et des PNN dans les poumons (Li et al., 2014). En outre, 

l'exposition à la fumée de cigarette améliore l'activité enzymatique de PAD2, entraînant une 

citrullination accrue des protéines (Makrygiannakis et al., 2008), y compris LL-37 elle-même, 

qui augmente ses propriétés chimiotactiques (Kilsgård et al., 2012). Puisque les PNN sont 

sujets à la NETose chez les patients atteints de PR et que les NET sont une source d'Ag 

citrullinés dans la PR (Khandpur et al., 2013; Pratesi et al., 2013), le rôle du LL-37 et de sa 

forme citrullinée dans l'amélioration des facteurs de risque associés à la fumée de cigarette 

sont à explorer. 
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Figure 10 : Effets immunomodulateurs de LL-37 (Kahlenberg and Kaplan, 2013) 

 

ASC : “Apoptosis-associated Speck-like protein containing CARD“, Casp : Caspase, DNA : Acide 
désoxyribonucléique, IFN : Interféron, IL : Interleukine, LL-37 : Cathélicidine, LPS : Lipopolysaccharide, 
NET : “Neutrophil Extracellular Traps“, NLRP : Récepteur de type NOD, RNA : Acide ribonucléique, TLR : 
Récepteur de type Toll, TNF : Facteur de nécrose tumorale. 

 

La présence de LL-37 entraîne le recrutement de cellules inflammatoires, l'induction de macrophages 
M1 et la stimulation de réponses inflammatoires telles que l'activation de l'inflammasome et la 
production d'IFN de type I. La production d'IFN de type I est favorisée par le transport de l'ARN et de 
l'ADN par le LL-37, permettant l'activation des TLR7 et TLR9 endosomaux, respectivement. Le LL-37, 
exprimée à la surface des neutrophiles, est reconnue par les autoanticorps anti-LL-37, qui favorisent la 
NETose. Cependant, LL-37 a de puissants effets anti-inflammatoires tels que la neutralisation de 
l'activation de TLR4 par le LPS, la modulation des réponses inflammatoires des cytokines et la 
prévention de l'invasion et des réponses inflammatoires aux bactéries pathogènes. 



Introduction                                                                  Immunophysiopathologie de la PR 

63 

 

(b) Effets du LL-37 sur les PNN 

La durée de vie moyenne des PNN humains est relativement courte et se termine par une 

apoptose spontanée (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Les PNN apoptotiques sont 

phagocytés sans la libération des médiateurs de leurs granules, ce qui entraîne la restriction de 

l’inflammation et des lésions tissulaires. Il convient de noter que certaines substances dérivées 

de l'hôte et d'agents pathogènes peuvent inhiber l’apoptose spontanée du PNN. Cette apoptose 

retardée supprimée entraîne la libération incontrôlée d'une variété de métabolites cytotoxiques 

et de médiateurs pro-inflammatoires, qui à leur tour conduisent à l'amélioration de la réponse 

inflammatoire et des lésions tissulaires. Compte tenu de ces données, Nagaoka et al. ont 

démontré clairement que le peptide antimicrobien LL-37 pouvait prolonger la durée de vie de 

ces leucocytes par inhibition de l'apoptose spontanée. Cette inhibition se produit à travers 

l'expression accrue de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL et le blocage de l'activation de la 

caspase-3, une protéase clé dans le déclenchement de l'apoptose (Nagaoka et al., 2006, 2012). 

In vitro, LL-37 prolonge la durée de vie des PNN et ceci en agissant via l'activation du 

récepteur du peptide formyle (FPR) 1 et du récepteur purinergique P2X7R (Barlow et al., 

2006 ; Nagaoka et al., 2012), tous deux décrits comme étant des récepteurs de LL-37. LL-37 

peut également augmenter l’expression de P2X7R, et induire la migration et la chimiotaxie 

des PNN via FPR1 (De Yang et al., 2000; Zhang et al., 2009b). 

LL-37 provoque une inhibition presque complète de la chimiotaxie des PNN par la protéine 

sérum amyloïde A (Lee et al., 2009b). Il réduit l'expression membranaire de CXCR2 sur les 

PNN, récepteur qui intervient dans leur migration vers les sites inflammatoires par son 

internalisation. LL-37 active les PNN pour libérer l’IL-1Ra et en même temps induire la 

libération extracellulaire de α-défensine (Zhang et al., 2008, 2009b). 

Enfin, le LL-37 stimule la génération de ROS et ce processus est médié par une flavoenzyme 

(très probablement la NADPH oxydase) et via l'augmentation de la concentration de Ca2+ 

intracellulaire (Alalwani et al., 2010 ; Zheng et al., 2007). A l’inverse, le LL-37 inhibe la 

production d’IL-6 par les PNN en réponse au LPS (Li et al., 2009). 
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(c) Effet du LL-37 sur les MФ 

Il est bien établi que le LL-37 active les molécules FPR2 sur les monocytes, déclenchant un 

changement de conformation des intégrines β1 et β2 permettant l'adhésion des monocytes 

(Wantha et al., 2013). 

Comme dans le cas des PNN, les MФ expriment des récepteurs pour le LL-37 et ce peptide 

agit comme un puissant agent chimio-attractif pour les monocytes et peut induire la 

mobilisation du Ca2+ (De Yang et al., 2000). De plus, mCRAMP provoque également la 

migration des monocytes et des MФ dérivés des monocytes via un récepteur couplé à une 

protéine G, probablement la molécule FPR2 (Kurosaka et al., 2005). 

De plus en plus de données indiquent que les cathélicidines elles-mêmes stimulent 

directement la production de cytokines et chimiokines par les monocytes pour moduler le 

cours et l'intensité de l'inflammation. Il a été démontré que les gènes codant pour les 

chimiokines essentielles au recrutement cellulaire sur le site de l'inflammation, tels que 

CXCL1, CXCL8, CCL2 et CCL7 sont significativement surexprimées sur les monocytes 

activés avec LL-37, alors que celle de CXCR2 est réduite. Il est intéressant de savoir que ce 

peptide n’augmente pas l’expression d’ARNm des cytokines pro-inflammatoires TNF, IL-1β 

et IL-6 mais provoque l’augmentation de la transcription des gènes codant pour des cytokines 

anti-inflammatoires tels qu’IL-10 et IL-19 (Bowdish et al., 2004; Mookherjee et al., 2009).  

Il existe certaines données qui montrent que LL-37 peut influencer la différenciation des 

monocytes. Le peptide LL-37 (re) dirige la différenciation entraînée par le M-CSF des 

monocytes vers les MФ avec un phénotype pro-inflammatoire M1. Ces MФ ont alors une 

faible expression de CD163, peu d’IL-10 et une importante production d'IL-12 après 

stimulation par LPS. LL-37 améliore la différenciation des MФ par GM-CSF. En outre, il est 

prouvé que sous l’influence de LL-37, les MФ M2 (anti-inflammatoires) différenciés 

produisent moins d'IL-10 et plus d'IL-12 (Does et al., 2010). 

Cette cathélicidine, agit via le P2X7R, mobilisant le Ca2+, activant les MAPK ERK1/2 et p38, 

et conduisant à une libération précoce de LTB4 (Leucotriène B4) (Agier et al., 2015).  

LL-37 diminue significativement l’induction de TNF et de NO (Monoxyde d’azote) par les 

MФ stimulés par l’endotoxine lipooligosaccharide (LOS). En revanche, LL-37 et LOS sont en 

synergie pour améliorer la libération des ROS par ces cellules. Cet effet synergique de LL-37 

et du ligand du TLR4 LOS est le résultat d'un effet direct exercé sur la NADPH oxydase 

(Zughaier et al., 2005). 
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De plus, la présence de LL-37 pendant la polarisation des MФ M1 par le LPS et l’IFN-γ 

entraînent une forte inhibition de la production de TNF et de NO et une légère diminution de 

la synthèse des ROS. De même, la synthèse du TNF par les MФ M2 polarisés en réponse à la 

stimulation au LPS est inhibée par LL-37. Par contre, ce peptide n'a aucun effet sur la 

production de TNF par des MФ activés par le ligand synthétique du TLR2 : Pam3CSK4, mais 

inhibe celle induite par l’acide lipotéichoïque (Brown et al., 2011).  

Scott et al. ont démontré que le LL-37 provoque une inhibition de la stimulation des MФ  par 

LPS, mais aussi de la synthèse de TNF induite par l’acide lipotéichoïque et 

lipoarabinomannane arabinosylé par les MФ. Il a également été montré que mCRAMP exerce 

une forte inhibition de la phosphorylation de p38 et ERK induite par le LPS, l’acide 

lipotéichoïque et la flagelline dans les MФ (Scott et al., 2002).  

Kahlenberg et al. ont observé que le LL-37 active la caspase-1, l'enzyme centrale de 

l'inflammasome des MФ humains et murins, entraînant la libération d'IL-1β active et d'IL-18. 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 par LL-37 utilise l’efflux potassique médié par le 

P2X7R (Kahlenberg et al., 2013). Cependant, Hu et al. montre que le LL-37 inhibe 

l'expression de l'IL-1β induite par LPS/ATP, l'activation de la caspase-1, la formation 

d'inflammasome, ainsi que la mort des MФ par pyroptose (Hu et al., 2014b). 

Ces données prouvent que les effets pro- versus anti-inflammatoires du LL-37 dépendent de 

l’environnement cytokinique. 
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b) Récepteurs et complexes protéiques de l’immunite 

innée 

(1) Récepteurs : Récepteurs de type Toll 

La réponse immunitaire innée fournit la première ligne de défense de l'hôte contre les agents 

pathogènes. Cette réponse est déclenchée par l'activation de récepteurs de reconnaissance de 

motifs moléculaires (PRR), qui représentent un lien crucial entre la détection de pathogènes et 

l'induction d'une cascade pro-inflammatoire visant à supprimer l'agent infectieux (Ospelt et 

Gay 2010). Parmi les membres de la famille des PRR, les récepteurs de type toll (TLR) ont 

été les premiers à être identifiés et sont les plus étudiés. Ces récepteurs ont une forte 

homologie avec le gène Toll chez Drosophila melanogaster (Hashimoto et al., 1988), 

responsable de l’orientation dorso-ventrale des organes durant l’embryogénèse (Anderson et 

al., 1985), d’où le nom. Diverses cellules immunitaires telles que les monocytes, les MФ et 

les DC et non-immunes, y compris les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales 

expriment ces récepteurs conservés (De Nardo, 2015; Goh and Midwood, 2012; Huang and 

Pope, 2009).  

Les TLR détectent les motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMP) dérivés de 

virus, de bactéries, de protozoaires et de champignons et chaque TLR reconnait un sous-

ensemble spécifique de ligands (O’Neill, 2008; Ostuni et al., 2010). Avec l'addition du 

TLR13 murin (Shi et al., 2011b), 14 TLR ont été rapportés chez les mammifères dont 10 chez 

l'homme et nombreux ligands spécifiques ont été largement caractérisés (De Nardo, 2015; 

Takeda and Akira, 2015). Ces récepteurs sont composés de motifs répétitifs riches en 

leucines, qui facilitent l'identification des pathogènes et la liaison aux ligands, une seule 

hélice transmembranaire et un domaine TIR cytoplasmique hautement conservé qui est 

homologue au récepteur 1 de l’interleukin 1 (O’Neill et al., 2009). 

Le TLR4, le récepteur du LPS bactérien, a été le premier TLR humain identifié (Medzhitov et 

al., 1997) et il reste le mieux caractérisé à ce jour. Il utilise la protéine de différenciation 

myéloïde 2 (MD2) et le CD14 comme molécules accessoires pour la reconnaissance du LPS 

(Akashi-Takamura and Miyake, 2008). TLR1, TLR2 et TLR6 détectent les lipoprotéines 

bactériennes. TLR5 détecte la flagelline, TLR9 reconnaît le C-phosphate-G (CpG) non 

méthylé de l'ADN bactérien et TLR3, TLR7 et TLR8 se lient aux acides nucléiques viraux, 

ARNdb (double brin) pour le TLR3 et ARNsb (simple brin) pour les TLR7/8. Par contre, on 

sait que la situation est plus complexe pour le cas du TLR9, car Haas et al. avaient montré que 

le squelette de sucre déterminait la reconnaissance de l’ADN par ce TLR (Haas et al., 2008). 
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La localisation subcellulaire des TLR correspond bien à la nature de leurs ligands pathogènes; 

comme démontré en Figure 11 ; TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10 sont exprimés sur la surface cellulaire 

et détectent les éléments pathogènes de surface, tandis que les TLR3, 7, 8 et 9 sont situés de 

manière intracellulaire sur les membranes endosomales, et leurs ligands doivent être 

intériorisés dans l'endosome pour aboutir à l'activation (Goh and Midwood, 2012; Huang and 

Pope, 2009). La localisation de ces derniers dans l'endosmose représente probablement une 

méthode de séquestration de ces molécules d'une activation par les acides nucléiques de l'hôte 

(Thwaites et al., 2014). De plus, il a été montré que le TLR9 pouvait avoir en plus d’une 

forme endosomale, une forme membranaire fonctionelle à la surface des PNN(Lindau et al., 

2013). Par contre, la fonction exacte du TLR10 reste largement inexplorée en raison du fait 

qu'elle n'est pas présente chez les souris, bien que certaines études indiquent que ce récepteur 

pourrait coopérer avec le TLR2 dans la détection des lipoprotéines (Guan et al., 2010; Hasan 

et al., 2005) et son ligand serait des protéines de type profiline (Achek et al., 2016).  

Non seulement, les TLR permettent l’identification d’un répertoire diversifié de PAMP 

(Janeway and Medzhitov, 1998), ces récepteurs reconnaissent diverses molécules libérées par 

des cellules endommagées connues sous le nom de motifs moléculaires associés au danger 

(DAMP) (Bianchi, 2007) incluant des protéines telles que les protéines de choc thermique, 

HMGB1 (Goh and Midwood, 2012), ou d'autres molécules telles que l'ATP (Adénosine 

triphosphate) et des cristaux d'acide urique monosodique (Huang and Pope, 2009). 
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Figure 11 : Voies d’activation des TLR (adapté de (Achek et al., 2016; Goh and Midwood, 2012)) 

AP-1 : activation de la protéine-1.ERK : kinase régulée par le signal extracellulaire, IFN : Interféron, IKK : “I-kappa B kinase“, IRAK : Kinase associée au récepteur 
de l’interleukine 1, IRF : “IFN response factor“, JNK : “c-jun N-terminal kinase“, MD2 : Protéine de différenciation myéloïde 2, MyD88 : Protéine 88 de réponse 
primaire à la différenciation myéloïde, NF-kβ : Facteur de transcription nucléaire kappa B, TBK : Kinase liée à TANK, TIRAP : Protéine adaptatrice contenant le 
domaine TIR, TLR : Récepteur de type Toll, TRAM : Molécule adaptatrice liée à TRIF, TRIF : “TIR domain-containing adapter-inducing IFN-β “. 
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Les TLR de surface cellulaire sont TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10. Les TLR endosomaux sont TLR3, 7, 8 et 9. 
MyD88 est une protéine adaptatrice associée soit directement aux TLR (TLR 5, 7, 8, et 9) ou nécessitant 
une protéine intérmédiaire, TIRAP, pour son recrutement (TLR1, 4 et 6). TLR3 et 4, utilisent TRIF pour 
médier la transduction du signal. 

La molécule adaptatrice TRAM est une autre molécule associée au TLR4, nécessaire pour l'interaction 
avec TRIF. Généralement, l'activation de la voie dépendante de MyD88 conduit à l'activation des 
protéines IRAK, TRAF-6 et TKK-binding kinase (TBK) -1, les MAPK et le facteur de transcription NF-kB. 
L’activation de ce dernier entraîne une augmentation de l'expression de diverses cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-α, l'IL-6 et les chimiokines. La stimulation de la voie TRIF 
indédépendante de MyD88 conduit à l'activation des facteurs de transcription IRF et des réponses IFN. 
Le recrutement d'IRF3 à son site de liaison à l'ADN déclenche l'activation transcriptionnelle de l'IFN-β et 
des gènes stimulants l’IFN.  

 

Les TLR forment des homo- ou des hétéro-dimères lors de l'activation et de la liaison du 

ligand. Cet événement de dimérisation permet aux domaines TIR de s’associer aux molécules 

adaptatrices qui déclenchent les événements de signalisation en aval. On dénombre quatre 

protéines adaptatrices principales ; la protéine de différenciation myéloïde 88 (MyD88), 

l’adaptateur MyD88-like (MAL), l’adaptateur contenant le domaine TIR induisant 

l'interféron-β (TRIF), et la molécule adaptatrice 2 contenant le domaine TIR (TRAM) 

(Thwaites et al., 2014).  

MyD88 est engagé par tous les TLR sauf TLR3, MAL est utilisé par TLR 2 et 4, TRIF par 

TLR 3 et 4, et TRAM par TLR4. Les molécules adaptatrices déclenchent la signalisation soit 

via une voie dépendante de MyD88, qui active le NF-κB (Facteur nucléaire kappa B), pour 

permettre la production des cytokines telles que le TNF et l'IL-1 mais aussi l’activation de 

protéines kinases activées par des mitogènes (MAPK), y compris JNK (“Jun N-terminal 

kinase“), p38 et ERK (“Extracellular Signal-regulated Kinase-1“) ou par une voie 

indépendante de cette protéine adaptatrice, conduisant à l'activation des membres de la famille 

du facteur de régulation de l'interféron (IRF) et donc l'expression des IFN de type I α et β 

(IFN α / β) (Kaisho and Akira, 2006). 

La réponse inflammatoire induite par l'activation des TLR est une réponse protectrice qui 

assure non seulement l'élimination des stimuli nocifs, mais aussi la réparation des tissus 

endommagés (Mudaliar et al., 2013). Cette réponse est généralement rapidement terminée une 

fois que les tissus sont réparés et les pathogènes éradiqués. Cependant, une activation 

inappropriée de la signalisation TLR due à l'échec de leurs mécanismes de régulation pourrait 

perturber l'homéostasie en créant une boucle de rétroaction de la sécrétion de cytokines 

inflammatoires conduisant au développement de maladies auto-immunes et inflammatoires. 

Par conséquent, les réponses induites par les TLR doivent être étroitement régulées pour une 
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performance optimale et équilibrée du système immunitaire (Anwar et al., 2013; Piccinini and 

Midwood, 2010). 

(a) TLR dans les maladies inflammatoires 

Les TLR agissent comme une arme à double tranchant : une signalisation TLR déficiente peut 

rendre l'organisme vulnérable à l'exposition à des pathogènes, tandis qu'une réponse TLR 

excessive entraîne une libération incontrôlée de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, 

ce qui pourrait entraîner le développement de maladies inflammatoires, telles que le LES, la 

PR, le psoriasis, l’asthme, la maladie d’Alzheimer,... (Achek et al., 2016). 

(i) Lupus érythémateux disséminé 

Le LES est une maladie auto-immune complexe caractérisée par la perte de tolérance aux 

antigènes nucléaires du soi et la stimulation continue et répétitive des réponses immunitaires 

innées et adaptatives due en partie à la libération d’acides nucléiques endogènes lors de la 

mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Clancy et al., 2016). 

 Récemment, de nombreuses études ont porté sur l'implication de l'activation des TLR 

endosomaux dans le déclenchement du LES (Celhar and Fairhurst, 2014; Clancy et al., 2016). 

Les TLR endosomaux exprimés dans les cellules B et les pDC seraient responsables de la 

production d'Ac anti-nucléaires et la production d'IFN de type I (Clancy et al., 2016). Les 

rôles des TLR7 et 9 dans le LES ont été étudiés dans plusieurs modèles murins où la 

surexpression de TLR7 a permis de suggérer que ce TLR serait lié à l'apparition de la maladie 

(Guiducci et al., 2010). De plus, il a été rapporté que la surexpression de ce TLR dans ces 

modèles était corrélée à la production d'Ac anti-ARN, une augmentation de la réponse des 

cellules B autoréactives et le développement de phénotypes auto-inflammatoires par les souris 

(Nündel et al., 2015). Par ailleurs, les modèles murins dépourvus de TLR7 ont montré une 

amélioration des symptômes de la maladie avec une réduction significative des taux d'auto-Ac 

circulants et une diminution de la sécrétion d'IL-6 et d’IFN-α (Lee et al., 2008). Dans le cas 

du lupus murin, les TLR7 et 9 excercent différent rôles, malgré des voies d'expression et de 

signalisation tissulaire similaires. De ce fait, Christensen et al. montrent qu’en l'absence de 

TLR9, la maladie auto-immune est exacerbée, les lymphocytes et les pDC sont plus activés, et 

les IgG sériques ainsi que l'IFN-α sont augmentés. En revanche, les souris déficientes en 

TLR7 présentent des signes cliniques, avec une activation lymphocytaire réduite et une 

diminution des IgG sériques (Christensen et al., 2006). Il existe en fait un contrôle du TLR-7 

par les TLR-9 qui se résume par l’inhibition de son effet sur les LB, alors qu’un autre TLR 

endosomal, le TLR-8 contrôle l’effet du TLR-7 sur les DC (Desnues et al., 2014). 
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Alors que le rôle pathologique du TLR7 dans le LES est relativement connu, le rôle du TLR9 

reste controversé. Ce dernier a été étudié car il reconnait l’ADN et que les Ac anti-ADN sont 

un marqueur du LES. Des études in vivo sur des souris ont rapporté le rôle important du TLR9 

dans la production d'auto-Ac par les LB (Nündel et al., 2015). De plus, les cellules B et les 

monocytes provenant de patients atteints d'une maladie active ont montré une expression plus 

élevée de TLR9 comparativement à celles provenant de patients atteints de maladie inactive 

(Lamphier et al., 2014). Cependant, la déplétion de TLR9 dans les modèles de souris sujettes 

au lupus n'améliore pas les symptômes de la maladie, mais au contraire l’exacerbe, suggérant 

un rôle protecteur de ce TLR dans cette pathologie (Nickerson et al., 2010). Toute fois, 

l’activation des PNN par le nucléosome (complexe associant de l’ADN et des protéines), un 

auto-Ag majeur dans le LES, est indépendante du TLR-9 (Lindau et al., 2011). 

En plus de l’implication des TLR endosomaux, des études ont porté sur l’implication des TLR 

de surface dans la pathogénèse du LES, plus précisément sur le rôle du TLR2 et 4. 

Récemment, il a été rapporté que les niveaux d'expression des ARNm du TLR2 et 4 dans les 

cellules mononucléées du sang périphérique des patients atteints de LES étaient beaucoup 

plus élevés que ceux de sujets sains (Lee et al., 2016). Dans un modèle expérimental, la 

déficience en TLR4 et/ou TLR2 limite la production d'auto-Ac et donc atténue le 

développement de symptômes lupiques (Chen et al., 2016). De plus, un polymorphisme du 

TLR2 humain (Agr753Gln) a été rapporté pour être un facteur de risque pour le LES 

(Balistreri et al., 2008; Bielinski et al., 2011). 

(ii) Psoriasis 

La peau, comme le tractus gastro-intestinal, est constamment mise à l'épreuve par une 

quantité massive de bactéries. Le psoriasis est une maladie inflammatoire récidivante et 

persistante de la peau, caractérisée par une hyper-prolifération épidermique et une infiltration 

de cellules inflammatoires dans le derme et l'épiderme, causant de graves lésions cutanées 

(Flutter and Nestle, 2013). Physiologiquement, les TLR sont exprimés par trois types de 

cellules épidermiques : les kératinocytes, les mélanocytes et les cellules de Langerhans.  

Les kératinocytes expriment tous les TLR sauf le TLR7 et 8, et leur activation lors de 

l'exposition aux ligands permet principalement la production d'IL-8, d'oxyde nitrique 

synthase, de chimiokines et de métalloprotéases matricielles (MMP) 2 et 9, toutes nécessaires 

pour l'inflammation et le remodelage des tissus endommagés (McInturff et al., 2005). Les 

mélanocytes humains expriment les TLR2, 3, 4, 7 et 9, qui une fois liés à leur ligand 

permettent aux mélanocytes la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8, augmentent la production d'ARNm 

des chimiokines et régulent positivement la phosphorylation d’IκBα (Inhibiteur de NFkB), 
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favorisant ainsi l'activation de NF-κB (Yu et al., 2009). Les cellules de Langerhans jouent à 

leur tour le rôle de CPA cutanée et expriment des niveaux élevés de TLR2, 3, 4, 8 et 10 et de 

faibles niveaux de TLR1, 5, 6, 7 et 9 (Hari et al., 2010; Renn et al., 2006). De plus, ces 

dernières jouent un rôle important dans la réponse immunitaire antivirale en raison de leur 

capacité à induire la sécrétion d'IFN-α et d'IL-18 et l'initiation subséquente d'une réponse Th1 

(Renn et al., 2006). 

Dans la peau des patients psoriasiques, une augmentation de la prolifération des LT, une 

sécrétion de cytokines Th1 et Th17, une présentation antigénique et une production élevée 

d'IFN de type I ont été rapportées (Gilliet et al., 2004). Lors de cette pathologie, une 

importante libération de peptides antimicrobiens par les kératinocytes est observée.  Ces 

peptides forment des agrégats avec l'ADN extracellulaire du soi qui pénètrent dans les pDC et 

activent le TLR9, favorisant ainsi la sécrétion d'IFN de type I, la maturation des mDC et 

l'activation subséquente des LT autoréactifs (Farkas et al., 2008). De plus, plusieurs études 

ont rapporté que dans les conditions pathologiques, les kératinocytes expriment fortement le 

TGF-α et les protéines de choc thermique, qui régulent l'expression des TLR2, 4, 5 et 9, 

entraînant une activation excessive du NF-κB, une stimulation des cytokines inflammatoires, 

une présentation antigénique aux cellules T autoréactives et, par conséquent, l'aggravation de 

la maladie (Miller et al., 2005; Seung et al., 2007). Des résultats similaires ont été rapportés 

dans une étude immuno-histochimique sur de la peau psoriasique, où les niveaux d'expression 

de TLR2 et 4 étaient élevés dans les DC dermiques et épidermiques et dans les kératinocytes 

comparés à la peau normale (Curry et al., 2003). 

Au cours des dernières années, un modèle de psoriasis induit par l'imiquimod, un agoniste 

spécifique des TLR7, a fait son apparition (Fits et al., 2009; Walter et al., 2013), permettant 

de mettre en évidence l’importance de l’activation de la signalisation de ce TLR dans 

l’exacerbation et l’aggravation des symptômes pathologiques du psoriasis (Gaspari, 2006). 

(iii) Polyarthrite rhumatoïde  

La PR est une maladie inflammatoire chronique des articulations, qui provoque la morbidité 

et réduit l'espérance de vie. Les études sur cette pathologie soulignent le rôle des deux 

systèmes immunitaires innés et adaptatifs dans la pathogenèse de la maladie. Dans des 

circonstances physiologiques, la réponse inflammatoire médiée par le système immunitaire 

innée, avec l’aide de la réponse immunitaire adaptative, élimine le pathogène envahisseur, ce 

qui entraîne la résolution de la réponse inflammatoire. En revanche, dans le cas de la PR, tous 

les aspects des réponses de l'immunité innée et adaptative persistes. Par opposition à une 

infection microbienne qui peut être éliminée, la PR devient chronique, avec persistance de 
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médiateurs pro-inflammatoires. Les mécanismes responsables de l'activation persistante des 

cellules immunitaires telles que les MФ dans l'articulation rhumatoïde ne sont pas clairs ; 

cependant, un rôle des TLR est possible puisque l'expression de cytokines pro-inflammatoires 

via NF-κB est médiée par les TLR (Huang and Pope, 2009). De plus, compte tenu de la 

prédisposition génétique connue pour la PR, des études sur les polymorphismes des TLR ont 

été menées pour déterminer si les TLR sont impliqués dans la pathogenèse de la PR. Par 

ailleurs, grâce aux modèles murins in vivo et aux modèles de tissus humains de PR in vitro, 

une mine d'informations sur l'activation potentielle des TLR et des composants de leurs voies 

de signalisation en aval est disponible. En plus des agents extérieurs, des ligands endogènes 

pourraient activer les TLR dans la PR. 

1. TLR de surface dans la PR 

Pour mieux comprendre le rôle joué par les TLR durant la PR, divers modèles animaux ont 

été établis. Dans le modèle d’arthrite induit par les parois cellulaires de streptocoque (SCW), 

une seule injection de SCW dans les articulations de souris induit une inflammation articulaire 

médiée par le TLR2 et MyD88 (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008; Joosten et al., 2003). Les 

injections répétées de SCW conduisent à une arthrite chronique destructrice, qui serait médiée 

par TLR4 (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008). Ces résultats justifient en partie l'implication de 

l'activation endogène du TLR4 dans l'émergence de l'érosion du cartilage durant la phase 

tardive de la pathologie. L’inhibition de TLR4 dans un modèle d'arthrite induite par le 

collagène supprime cliniquement et histologiquement l’arthrite, tandis que l'ajout de LPS 

renforce la gravité de l’arthrite (Divanovic et al., 2005; Pierer et al., 2011).  

Dans l'ensemble, les données disponibles sur le TLR4 et 2 soutiennent fortement leur rôle 

dans la pathogenèse de la PR. L’analyse des cellules à partir de sang périphérique de patients 

atteints de PR montre que leurs monocytes présentent une expression accrue des TLR de 

surface 2 et 4 (Iwahashi et al., 2004; Sørensen et al., 2008) et cette expression est également 

observée sur les tissus synoviaux PR (Iwahashi et al., 2004; Roelofs et al., 2005). En effet, 

une augmentation de l'expression et de l'activité du TLR2 et 4 a également été détectée sur des 

MФ isolés du LS PR en comparaison aux MФ contrôles différenciés in vitro (Huang et al., 

2007). De même, l’augmentation de l’expression de ces deux récepteurs est rapportée sur les 

FLS de patients PR comparés à ceux des patients souffrant d’arthrose (OA) et leur stimulation 

entraîne l’activation de l’ostéoclastogénèse et la libération de MMP (Kim et al., 2007, 2009; 

Wu et al., 2010a). 

Les MФ isolés du LS de patients atteints de PR répondent plus fortement au peptidoglycane et 

au LPS (Huang et al., 2007). Alors que les TLR2 et 4 sont les deux TLR les plus surexprimés 
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sur ces cellules, la réponse accrue aux ligands microbiens n'est pas corrélée avec l'expression 

des TLR de surface cellulaire. En revanche en employant des MФ normaux, l'expression de 

TLR2 est corrélée à l'activation par le peptidoglycane, un ligand du TLR2 (Huang et al., 

2007), suggérant que la réponse accrue peut être liée à d'autres facteurs, tels que 

l’augmentation de la réponse des MФ aux TLR par l’IFN-γ via l’inhibition des mécanismes 

de rétrocontrôles de l’IL-10 et de STAT3 (Hu et al., 2008). Il a été démontré que l'expression 

de l’ARNm de l’IFN-γ par les MФ du LS PR augmentait après activation du TLR2 (Shahrara 

et al., 2008).  

L’utilisation d’un antagoniste du TLR4 supprime la sécrétion spontanée d'IL1-β et de TNF-α 

ex vivo par les cultures de tissu synovial de PR (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008), et ce résultat 

est reproduit en inhibant MyD88 et Mal/TIRAP, les médiateurs de la signalisation du TLR2 et 

TLR4 (Sacre et al., 2007). 

Huang et al. ont identifié la protéine de réponse au stress gp96 comme activateur des MФ 

principalement à travers le TLR2. Cette activation est plus importante sur les MФ du LS de 

PR en comparaison des  cellules contrôles, et le niveau d’expression du TLR2 sur ces cellules 

du LS est fortement corrélé au niveau de gp96 dans le LS. Ces observations supportent le rôle 

potentiel de gp96 en tant que ligand TLR endogène qui peut contribuer à la pathogenèse de la 

PR (Huang and Pope, 2009). 

Le TLR4 pourrait être considéré comme facteur génétique de susceptibilité à la PR, car sa 

surexpression est observée dans le cas d’une PR récente mais aussi de longue date (Ospelt et 

al., 2008). Le polymorphisme TLR4 Asp299Gly (rs4986790) est le plus fréquemment étudié 

dans la PR, et ce polymorphisme est connu pour mettre en évidence les différences ethniques. 

Les Européens présentent ce SNP à une fréquence de 4-10% (Adam et al., 2006), alors que les 

Asiatiques ne possèdent pas ce polymorphisme (Zheng et al., 2010). Dans l’étude menait par 

Lee et al. sur le polymorphisme TLR4 Asp299Gly, aucune association n'a été révélée 

concernant la susceptibilité à la PR chez les Européens, mais certaines études ont révélé que 

l’activité de la maladie mesurée par le DAS28 (“Disease Activity Score 28“) différait 

significativement chez les patients atteints de PR en fonction de la présence de ce 

polymorphisme. Les trois autres études ont échoué à identifier une association entre ce 

polymorphisme et les caractéristiques cliniques de la PR (Kilding et al., 2003; Radstake et al., 

2004b; Sheedy et al., 2008). 

Les études menaient par Tamaki et al. ont permis d’identifier les TLR exprimés par les 

cellules dérivées d'articulations de patients atteints de PR. Les TLR1-6, TIRAP et TRIF sont 
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plus fortement exprimés sur les DC, suivis par les MФ et un peu moins dans les fibroblastes 

(Tamaki et al., 2011).  

2. TLR endosomaux dans la PR 

Alors que la plupart des études ont examiné l’implication des TLR de surface cellulaire dans 

la pathogenèse de la PR, seuls quelques-uns ont mis l'accent sur les TLR endosomaux et leur 

rôle dans la PR. 

 Il convient de mentionner que les résultats rapportés sont apparemment contradictoires. Dans 

un modèle de souris CAIA et sérum KBxN, l’activation de TLR3 supprimait l'arthrite et 

réduisait l’inflammation (Yarilina et al., 2007). Néanmoins, le ligand utilisé, poly I:C, active 

également RIG-I (Gène rétinoïde inductible 1) et MDA5 (“Melanoma differentiation-

associated gene 5“) (Palchetti et al., 2015). Cependant, la stimulation de TLR3 in vitro induit 

les facteurs angiogéniques et ostéoclastogènes dans les fibroblastes synoviaux de patients PR 

(Moon et al., 2010). En conséquence, le “Knockdown“ de TLR3 dans un modèle d'arthrite 

induite par le pristane chez le rat a entraîné une amélioration de la maladie (Meng et al., 

2010).  

De même, les données sur le rôle du TLR9 dans la PR sont contradictoires. Dans certaines 

études, l’injection directe de motifs d'ADN CpG dans les articulations des souris en bonne 

santé a causé le développement d'arthrite légère (Batsford et al., 2011; Deng et al., 1999) et 

dans le cas de souris AEC, l’injection de ses motifs aggrave l’arthrite en comparaison aux 

souris non injectées (Miyata et al., 2000). En accord avec ces conclusions, l'inhibition de 

TLR9 chez le rat dans le modèle d’arthrite par pristane, atténuait la maladie (Herman et al., 

2011). Cependant, l'administration systémique de CpG chez les souris induit une réponse anti-

inflammatoire et réprime l'arthrite (Thwaites et al., 2014; Wu et al., 2007). Cependant, on sait 

maintenant que le TLR-9 reconnait d’autres ligands et que l’ADN active d’autres récepteurs. 

D'autre part, l'activation de TLR7 a été suggérée pour contribuer à la pathologie de l’AEC et 

l'aggravation de l’état inflammatoire au cours de la maladie (Alzabin et al., 2012). Mais, dans 

ce travail les souris contrôles utilisées ne sont pas issues de la même lignée. 

Quelques études ont révélé des associations possibles avec les SNP de TLR endosmaux dans 

des cohortes ethniques distinctes. Le SNP TLR9 rs187084 a été modestement associé à la 

susceptibilité à la PR dans une population Turque, bien qu'il ne soit pas lié dans les études de 

cohortes Néerlandaises ou Françaises (Coenen et al., 2010; Etem et al., 2011). Le SNP TLR8 

rs5741883 a été associé à la positivité aux FR dans une étude sur la population Européenne 

(Enevold et al., 2010).  
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De nombreuses études ont examiné l'expression et la fonction de ces récepteurs dans les 

cellules du tissu synovial des patients PR par rapport aux tissus des patients arthrosiques (OA) 

ou des témoins sains (DS). Les TLR3, 7, 8 et 9 sont tous exprimés dans la synoviale 

rhumatoïde, qui est une population cellulaire mixte (Ospelt et al., 2008; Sacre et al., 2008), 

avec des niveaux de TLR 3, 7 et 9 élevés par rapport aux tissus OA ou DS, en particulier sur 

les DC et les MФ (Brentano et al., 2005; Roelofs et al., 2005). La stimulation des cellules 

synoviales de PR avec des ligands du TLR3, 7 et 8 peut induire la production de cytokines 

tels que l’IFN de type I et de MMP, indiquant que ces TLR sont fonctionnels dans le tissu 

articulaire de PR (Brentano et al., 2005; Ospelt et al., 2008; Roelofs et al., 2005; Sacre et al., 

2008). En fait, sur une gamme de ligands TLR, le TLR3 et 8 induit la plus grande sécrétion de 

TNF-α à partir de cultures synoviales de PR, alors que l’activation de TLR7 ou 9 ne le permet 

pas (Sacre et al., 2008).  

Le CpG, un ligand du TLR9, n’induit pas l'expression d'IL-6 et de CXCL-8 par les 

fibroblastes synoviaux de PR (Cho et al., 2007; Jung et al., 2007; Kyburz et al., 2003). 

L'absence d'activation par CpG est compatible avec l'absence de TLR9 dans les fibroblastes 

synoviaux PR (Ospelt et al., 2008). Le prétraitement des fibroblastes synoviaux de PR avec de 

l'IFN-α ou l'IFN-β induit l’expression du TLR7 et la réponse à l'agoniste du TLR7 : le 

loxoribine. Le ligand de TLR3 poly I:C (un mimétique pour l'ARNdb viral) induit 

l’expression de l'ARNm de l'IL-1β dans les fibroblastes synoviaux de patients PR, bien que la 

protéine IL-1β n’est pas sécrétée (Roelofs et al., 2009). 

Pour examiner les voies des TLR endosomaux, les cultures de tissu synovial PR incubées 

avec de la miansérine ou de la chloroquine pour supprimer la signalisation du TLR3, 7, 8 et 9, 

ainsi qu’un inhibiteur spécifique du TLR8, a entraîné la suppression de la sécrétion de TNF-α 

et d’IL-6, tandis qu'un agoniste du TLR3 et 8 a augmenté la sécrétion de TNF-α (Sacre et al., 

2008). Ces observations soutiennent le rôle potentiel de TLR8, et 3, dans la persistance de la 

production de cytokines observée dans l'articulation PR.  

Les cellules nécrotiques pourraient être un ligand TLR endogène dans la PR, puisque dans le 

LS elles induisent l'expression de CXCL10, CCL5 et IL-6 d'une manière dépendante du 

TLR3, par les fibroblastes synoviaux PR (Brentano et al., 2005). Le TLR3 a récemment été 

montré comme étant un capteur des tissus nécrosés en employant des souris TLR3-/- 

(Cavassani et al., 2008). Ces observations suggèrent que la présence de ligands endogènes 

pour le TLR3 et 8 peuvent contribuer au processus inflammatoire en cours. 

Par ailleurs, il a été démontré que l'imitation des conditions hypoxiques de l'articulation in situ 

exacerbait la production de cytokines et de MMP après l'activation de TLR3 dans les FLS de 
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PR (Hu et al., 2014a). Cette réponse élevée à l'hypoxie peut favoriser l'angiogénèse pathogène 

dans la synoviale grâce à la capacité du TLR3 à induire le facteur de croissance endothéliale 

vasculaire (VEGF) et l'IL-8 (Moon et al., 2010). En outre, l’activation via le TLR3 peut 

également promouvoir l'ostéoclastogénèse à la fois directement et indirectement via la 

régulation à la hausse de RANKL sur les FLS de PR (Kim et al., 2009). 

3. Ligands endogènes des TLR dans la PR 

Un nombre croissant de données indique la présence de divers ligands (Figure 12) endogènes 

des TLR dans le liquide synovial inflammatoire obtenu à partir de patients atteints de PR. 

Parmi ces ligands le fibrinogène, l’hyaluronane, la protéine de choc thermique B8 (HSP22), la 

fibronectine, la ténascine C, la protéine sérum amyloïde A et la protéine HMGB1 étaient les 

plus abondants (Goh and Midwood, 2012; Huang and Pope, 2009; Piccinini and Midwood, 

2010; Roelofs et al., 2006; Taniguchi et al., 2003). 

HSP22 a été identifiée comme ligand potentiel endogène du TLR4 exprimé dans les 

articulations des patients atteints de PR (Roelofs et al., 2006). En outre, les fragments de 

faible poids moléculaire d'acide hyaluronique, qui peuvent être retrouvés dans la synoviale 

inflammatoire, activent les m DC par le TLR4 (Termeer et al., 2002). HMGB-1 est fortement 

exprimée dans les MФ tissulaires de PR (Taniguchi et al., 2003). L'activation de NF-κB 

induite par cette protéine nucléaire peut être médiée par TLR2 et TLR4 (Park et al., 2004) 

ainsi que RAGE (Taniguchi et al., 2003).  

La protéine sérum amyloïde A, une protéine de la phase réactive aiguë de l’inflammation est 

fortement exprimée dans le sang périphérique et le tissu synovial des patients atteints de PR et 

a été identifiée comme ligand du TLR2 (Cheng et al., 2008). 

Les cellules nécrosées du liquide synovial de PR libèrent de l'ARN qui peut activer le TLR3 

sur les fibroblastes (Brentano et al., 2005). De plus, l'ADN libéré par ces mêmes cellules peut 

induire la production de cytokines d'une manière dépendante du TLR9 (Brentano et al., 2005; 

Roelofs et al., 2005; Veiko et al., 2006).  

De plus, de l’ARNdb est présent dans le LS de patients PR, en particulier chez les patients 

avec érosion osseuse (Bokarewa et al., 2008). 

Les acides nucléiques sont facilement dégradés à l'extérieur de la cellule, mais dans 

l'articulation rhumatoïde, ils peuvent être protégés par d'autres molécules. Le peptide 

antimicrobien cationique humain LL-37 de la famille des cathélicidines est présent dans le LS 

de PR à des niveaux supérieurs et est connu pour lier l'ADN, le protégeant de la dégradation 
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(Lai et al., 2011). En outre, LL-37 est connu pour favoriser la signalisation à travers les TLR3, 

7, 8 et 9 (Lai et al., 2011; Lande et al., 2007).  

Le fibrinogène citrulliné contenu dans les CI augmente la libération de TNF-α (10 fois plus en 

comparaison au fibrinogène natif) par les MФ via la costimulation de TLR4 et du Fcγ-R in 

vitro, donnant un aperçu de comment la citrullination pourrait potentialiser l’effet pro-

inflammatoire des DAMP (Clavel et al., 2008; Sokolove et al., 2011). De plus, 

l'administration de DAMP exogènes induit une inflammation articulaire in vivo. Par exemple, 

l’injection intra-articulaire de fibronectine entraîne un gonflement des articulations 

(Gondokaryono et al., 2007). 

Une autre preuve de la contribution de ces TLR dans la perpétuation de l'inflammation durant 

la PR provient des médicaments antipaludiens comme la chloroquine, l’hydroxychloroquine 

et la quinacrine, qui sont utilisés depuis 1950 pour traiter la PR et le LES (Khraishi and Singh, 

1996; Maksymowych and Russell, 1987). Certains de ces médicaments agissent comme des 

inhibiteurs du TLR9 et dans une moindre mesure, des TLR3, 7 et 8 (Kuznik et al., 2011; 

Sanjuan et al., 2006). Il a été suggéré au paravant que leur mécanisme d’action était dû à 

l'inhibition de l'acidification endosomale qui est nécessaire à l’activation des TLR 

endosomaux ; cependant, il a été montré que les antipaludiens interagissaient directement 

avec les acides nucléiques, provoquant des modifications qui empêchent leur liaison aux TLR 

endosomaux (Kuznik et al., 2011). Sacre et al. ont constaté que, lorsqu'ils ajoutaient de la 

chloroquine à des cultures synoviales de PR humaine, celle-ci supprimait la production 

spontanée de cytokines, indiquant la possibilité que des acides nucléiques entraînaient une 

inflammation dans ces échantillons (Sacre et al., 2008). En plus de ces résultats, 

l’antidépresseur miansérine, qui inhibe également les TLR endosomaux, était protecteur dans 

le modèle d’AEC et supprimait la production spontanée de cytokines dans les cultures de 

membrane synoviale de PR (Alzabin et al., 2012; Sacre et al., 2010, 2008). Aucune de ces 

approches ne représente une thérapie cliniquement utile pour la PR, en raison de la dose 

efficace dépassant les niveaux cliniquement sûrs. Cependant, ces études suggèrent un rôle 

possible des TLR endosomaux dans le maintien de l'inflammation, ainsi que la possibilité de 

cibler sélectivement ces récepteurs pour le traitement efficace de la PR (Thwaites et al., 

2014). 

Les infections ont longtemps été supposées être un facteur sous-jacent dans la pathogenèse de 

la PR. Les premières études ont signalé la présence de peptidoglycane, d’ADN bactérien et 

viral dans les articulations de patients atteints de PR, impliquant l'activation des TLR en tant 

que conducteur potentiel de la maladie (Stahl et al., 2000; Van Der Heijden et al., 2000). 

Cependant, cette théorie reste controversée, car ces molécules pathogènes sont également 
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trouvées à des niveaux comparables dans les articulations d’individus sains (Schumacher Jr. et 

al., 1999). 

 

Figure 12 : TLR dans le maintien de l’inflammation durant la PR (Roelofs et al., 2008) 

APC : Cellules présentatrices d'antigène, HSP : Protéines de choc thermique, LPS : Lipopolysaccharide, 
LTA : acide lipoteichoïque, mRNA : Acide ribonucléïque messager, TLR : Récepteur de type Toll. 

La figure ci-dessus represente les mécanismes permettant l’entretien de l’activation des récepteurs de 
type Toll (TLR) nécessaire à l’induction de lésions tissulaires lors de l'inflammation chronique de la 
polyarthrite rhumatoïde (PR).  

(1) Les ligands exogènes et endogènes des TLR  sont abondants dans les articulations synoviales des 
patients atteints de PR et induisent une première réponse immunitaire médiée par les TLR. (2) La 
stimulation d’un seul TLR conduit à la production de médiateurs pro-inflammatoires, tels que les 
cytokines, les chimiokines et les métalloprotéinases ; cependant, la stimulation simultanée de plusieurs 
TLR entraîne une réponse immunitaire induite par une synergie caractérisée par des niveaux 
extrêmement élevés de médiateurs pro-inflammatoires. (3) Ces médiateurs de l'inflammation peuvent 
à leur tour provoquer des lésions tissulaires, ce qui conduit à la libération de ligands endogènes de TLR, 
tels que les protéines de choc thermique (HSP), la fibronectine et l'hyaluronane. (4) Ceci se traduit par 
une boucle d’auto-entretien de l'activation des TLR et des lésions tissulaires médiées par ces 
récepteurs. (5) La stimulation subséquente des voies médiées par les TLR entrainent l’activation 
d'autres cellules immunitaires, telles que les fibroblastes et les cellules B, par des ligands de TLR 
endogènes et conduit à la sécrétion de métalloprotéinases et d'anticorps, qui contribuent davantage à 
l'inflammation. (6) De plus, les médiateurs de l'inflammation, principalement les cytokines, peuvent 
induire une régulation positive des TLR, contribuant également au maintien de l'inflammation.  
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(2) Complexes protéiques : Inflammasome 

Les inflammasomes sont des complexes multimériques formés en réponse à une variété de 

stimuli physiologiques et pathogènes. Il existe 3 grandes familles d’inflammasomes définies 

en fonction de leurs caractéristiques structurelles : les récepteurs NLR (“Nucleotide-binding 

oligomerization domain-Like Receptors“), les ALR (“Absent in melanoma 2-Like 

Receptors“) et les plus récemment identifiés les pyrines. Ces récepteurs ont la capacité 

d’assembler l’inflammasome et d’activer une protéine effectrice de la famille des caspases en 

association à une protéine adaptatrice ASC (“Apoptosis-associated Speck-like containing a 

Caspase activation and recruitment domain“) composée d’un domaine CARD (Domaine 

d’activation et de recrutement des caspase) et d’un domaine PYD (Domaine pyrine). 

Comme l’inflammasome est impliqué dans la réponse immune aux pathogènes et aux signaux 

de danger, son assemblage ne s’effectue pas à l’état basal et les caspases reste donc inactives. 

L’assemblage ne s’effectue que si le récepteur détecte un activateur, ce qui permet le 

recrutement de la protéine adaptatrice qui à son tour recrute séquentiellement la protéine 

effectrice via l’interaction homotypique de leurs domaines CARD. La caspase-1 subit un 

clivage autocatalytique pour produire les sous-unités actives p10 et p20 qui forment alors des 

tétramères. Ces sous-unités actives peuvent ensuite cliver de manière protéolytique pour 

permettre la maturation des cytokines IL-l-β et IL-18 et induire une forme spécifique de mort 

cellulaire inflammatoire appelée pyroptose. La caspase-1 activée fournit ainsi à la cellule hôte 

un double mécanisme de défense par la libération de cytokines matures et l'élimination des 

cellules infectées ou endommagées (Sharma and Kanneganti, 2016).  

Le rôle de l’IL-1β dans l’inflammation chronique et aiguë a été montré pour la 1ère fois par 

Dinarello en 1998 (Dinarello, 1998). Cette cytokine pro-inflammatoire, produite par les PNN, 

les MФ et les monocytes activés, est initialement synthétisée en une molécule précurseur 

inactive, la pro-IL-1β, séquestrée dans le cytosol, en réponse à des agonistes de TLR et à des 

cytokines endogènes. La forme active sécrétée par les cellules est hautement inflammatoire 

(Meylan et al., 2006). Quant à l’IL-18, cette cytokine qui fait partie de la famille de l’IL-1, est 

constitutivement exprimée par les monocytes sanguins, les MФ tissulaires, les cellules 

épithéliales et les kératinocytes et est elle aussi produite sous forme de précurseur 

potentiellement clivable par la caspase-1 (Dinarello, 1998). L’IL-18, une fois maturée, est un 

inducteur de la production de TNF, d’IFN-γ et de chimiokines (Dinarello, 2009). Une fois 

clivées ces deux cytokines initient une réponse pro-inflammatoire.  

Même si les réponses immunes engagées par les différents inflammasomes convergent vers la 

sécrétion de cytokines proinflammatoires et/ou de pyroptose, chaque inflammasome est 
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spécialisé dans la détection de DAMP et/ou PAMP bien précis comme représenté en Figure 

13 et présente ses propres mécanismes d’activation.  

L'activation de l'inflammasome est un composant essentiel de la réponse immunitaire innée et 

est essentielle pour la clairance des pathogènes ou des cellules endommagées. Cependant, 

cette activation peut être également un facteur majeur de troubles auto-immuns et 

métaboliques. 
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Figure 13 : Représentation des différents types d’inflammasomes et leurs ligands (Sharma 
and Kanneganti, 2016) 

AIM : “Absent in melanoma“, ASC : “Apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-
terminal CARD“, Ca2+ : Calcium, CARD : Domaine d’activation et de recrutement des caspase, DAMP : 
Motifs moléculaires associés au danger, dsDNA : Acide désoxyribonucléique double brin, GBP : protéine 
de liaison guanylate, HIN200 : “Hematopoietic interferon-inducible nuclear proteins with 200–amino 
acid repeat“, IRF : Facteur de régulation de l’interféron, LRR : “Leucine-rich repeat“, MCMV : 
Cytomégalovirus murin, NAIP :  Protéine inhibitrice de l’apoptose neuronale , NBD : Domaine lié aux 
nucléotides, NLR : Récepteur de type NOD,PAMP : Motifs moléculaires associés aux agents pathogènes, 
PYD : Domaine pyrine, ROS : Espèces réactives de l’oxygène, T3SS : Systèmes de sécrétion de type III, 
TcdB : Toxine B du Clostridium difficile. 

 

L'inflammasome NLRP1b répond au facteur létal produit par B. anthracis et assemble un 
inflammasome en recrutant la caspase-1 à travers son domaine CARD ou par ASC en tant 
qu'adaptateur. L'inflammasome NLRP3 répond aux lésions intracellulaires induites par des agressions 
pathogènes ou stériles. L'inflammasome NLRC4 s'assemble en réponse à la reconnaissance de la 
flagelline bactérienne ou des composants du système de sécrétion de type III via les NAIP et peut 
former des complexes avec ou sans recrutement d'ASC. AIM2 détecte l'ADN double brin à travers son 
domaine HIN200. La pyrine répond à la modification de Rho induite par les toxines bactériennes. 
L'activation de l'inflammasome entraîne une activation de la caspase-1 qui, à son tour, clive ses 
effecteurs en aval. 
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(a) NLRP3 

NLRP3 est un NLR inflammatoire qui répond à un large éventail de ligands infectieux et 

endogènes et est impliqué dans la pathogénèse de plusieurs maladies dont l'arthrite, l’obésité, 

et la goutte avec les cristaux d’acide urique dans les articulations (Guo et al., 2015). 

L'inflammasome NLRP3 est présent principalement dans les cellules immunitaires et 

inflammatoires après activation par des stimuli inflammatoires ; ces cellules comprennent les 

MФ, les monocytes, les DC et les PNN (Guarda et al., 2011; Zhong et al., 2013).  

 Les déclencheurs qui se sont révélés induire l'activation de NLRP3 comprennent des ligands 

dérivés de pathogènes tels que des composants de paroi cellulaire microbienne, des acides 

nucléiques et des toxines formant des pores ; des polluants environnementaux comme la 

silice, l'amiante et l'alun ; et des signaux de danger endogènes comme l'ATP, la protéine 

sérum amyloïde A et les cristaux d'acide urique (Man and Kanneganti, 2015). En fait, la 

diversité de ses activateurs est l'une des caractéristiques les plus distinctives de 

l'inflammasome NLRP3 et rend peu probable la possibilité d'une interaction directe avec 

chaque activateur. Il est supposé donc que l'inflammasome NLRP3 détecte un activateur 

secondaire commun en aval de ces stimuli ou répond à un stress cellulaire associé à une 

infection ou à un dommage physiologique comme illustré en Figure 14. La production de 

ROS, l'efflux potassique, la signalisation calcique et la perturbation lysosomale ont tous été 

proposés comme signaux en amont requis pour l'activation de NLRP3 (Cassel et al., 2008; 

Cruz et al., 2007; Pétrilli et al., 2007; Zhou et al., 2011).  

L'activation de l'inflammasome NLRP3 semble se produire en deux étapes (Sutterwala et al., 

2014; Zhong et al., 2013). La première étape implique un signal d'amorçage ou d'initiation 

dans lequel de nombreux PAMP ou DAMP sont reconnus par les TLR, conduisant à 

l'activation de la signalisation médiée par le NF-κB, qui régule à son tour la transcription des 

composants liés à l'inflammasome, y compris NLRP3, pro-IL-1β et pro-IL-18 inactifs 

(Bauernfeind et al., 2009; Franchi et al., 2012). La deuxième consiste en l'oligomérisation de 

NLRP3 et l'assemblage subséquent de NLRP3, ASC et procaspase-1 en un complexe. Cela 

déclenche le clivage de la procaspase-1 en caspase-1, ainsi que la production et la sécrétion 

d'IL-1β et d'IL-18 actives (Ozaki et al., 2015; Rabeony et al., 2015). Bien que le déclencheur 

précis de l’activation de cet inflammasome soit inconnu, des études récentes ont identifié de 

multiples mécanismes cellulaires qui régulent son activation. Dans des conditions de repos, 

ASC se trouve dans les mitochondries, le cytosol et le noyau, tandis que NLRP3 s'associe au 

réticulum endoplasmique (Zhou et al., 2011). La nucléation de l'inflammasome nécessite une 

modification de la localisation subcellulaire de ces molécules pour faciliter leur interaction. 
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Ce changement est provoqué par le transport des mitochondries médié par la dynéine vers le 

réticulum endoplasmique, ce qui amène ASC et NLRP3 à proximité (Misawa et al., 2013).  

 

Figure 14 : Inflammasome NLRP3 (Shao et al., 2015) 

ASC : “ Adapter protein apoptosis-associated speck-like protein “, ATP : Adénosine triphosphate, DAMP 
: Motifs moléculaires liés au danger, NF-kB : Facteur de transcription nucléaire kappa B, NLRP : 
Récepteur de type NOD, P2X7 : Récepteur purinérgique, PAMP : Motifs moléculaires liés aux 
pathogènes, ROS : Espèces réactives de l’oxygène, TLR : Récepteur de type Toll, TXNIP : protéine 
interagissant avec la thiorédoxine. 

Lors d'une exposition à des PAMP ou à des DAMP, les TLR sont phosphorylés et activent par la suite NF-
κB. Dans le noyau, NF-κB favorise la transcription de NLRP3, proIL-1β et proIL-18 qui, après traduction, 
restent dans le cytoplasme sous forme inactive. Ainsi, ce signal (représenté en rouge par "Signal 1") est 
un événement de priming. Un autre stimulus (indiqué en tant que "Signal 2" en noir) active 
l'inflammasome NLRP3 en facilitant l'oligomérisation de NLRP3 inactive, de la protéine ASC et de la 
procaspase-1. Ce complexe, à son tour, catalyse la conversion de la procaspase-1 en caspase-1, qui 
contribue à la production et à la sécrétion d'IL-1β et d’IL-18 matures. Trois modèles ont été proposés 
pour décrire la deuxième étape de l'activation de l'inflammasome : (1) L'ATP extracellulaire peut induire 
un efflux de potassium K+ à travers un pore purinergique P2X7, ce qui conduit à l'assemblage et à 
l'activation de l'inflammasome NLRP3. Le flux de calcium est également impliqué dans ce processus. (2) 
Les PAMP et les DAMP déclenchent la génération de ROS qui favorisent l'assemblage et l'activation de 
l'inflammasome NLRP3. (3) Les irritants environnementaux phagocytés forment des structures 
intracellulaires cristallines ou particulaires conduisant à une rupture lysosomiale (boîte magenta) et à 
la libération de contenus lysosomaux comme la cathepsine B. Ces inducteurs provoquent l'assemblage 
et l'activation de l'inflammasome NLRP3. En outre, d'autres facteurs et mécanismes ont été impliqués 
dans l'assemblage et l'activation de l'inflammasome NLRP3, y compris les dommages mitochondriaux, 
la dysfonction autophagique et la protéine interagissant avec la thiorédoxine (TXNIP). 
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(b) AIM2 

AIM2 a été initialement identifié comme protéine induite par l'IFN-γ dans un environnement 

suppresseur de tumeur. Une étude ultérieure l'a redéfinie comme capteur d'acide nucléique qui 

s'assemble en un inflammasome, spécifiquement en réponse à l'ADNdb (Bürckstümmer et al., 

2009; Fernandes-Alnemri et al., 2009). AIM2 est critique pour les réponses immunitaires 

après infection par divers agents infectieux viraux et bactériens, tels que le virus de la vaccine, 

le cytomégalovirus de souris (Rathinam et al., 2010), Francisella tularensis (Fernandes-

Alnemri et al., 2010) et Listeria (Kim et al., 2010; Rathinam et al., 2010). 

Cet inflammasome contient des domaines PYRIN et HIN-200. Le domaine HIN200 de AIM2 

est impliqué dans la liaison du ligand et intervient dans la reconnaissance de l'ADNdb d’une 

certaine longueur (~ 80 paires de bases) (Jin et al., 2012). Le récepteur AIM2 se lie 

directement à l’ADNdb d’origine virale ou bactérienne dans le cytosol, via des interactions 

électrostatiques entre le domaine HIN de cet inflammasome, chargé positivement, et le 

squelette de l’ADN chargé négativement (Jin et al., 2012; Li et al., 2013). Les analyses 

structurelles attribuent également un rôle auto-inhibiteur au domaine HIN200, car en l'absence 

de ligand, il interagit avec le domaine PYD de AIM2. La liaison de l'ADN par le domaine 

HIN200 empêche cette auto-inhibition, permettant à PYD de subir une interaction 

homotypique avec l'adaptateur ASC (Jin et al., 2013).  

La signalisation d’IFN de type I est requise pour l'activation d’AIM2 en réponse à des stimuli 

bactériens, tels que Francisella comme illustré en Figure 15, mais pas forcement en réponse à 

des stimuli viraux, comme le cytomegalovirus de souris (Rathinam et al., 2010). Cette 

signalisation induit l'expression de gènes régulateurs de l'IFN qui interviennent dans 

l'échappement bactérien cytosolique et la lyse bactérienne, libérant le ligand pour l'activation 

d’AIM2 (Man and Kanneganti, 2015; Meunier et al., 2015). Malgré la nature omniprésente de 

ce ligand, toutes les bactéries et tous les virus ne déclenchent pas l'inflammasome AIM2. 

Quelques études indiquent que certaines bactéries, telles que Mycobacterium et Legionella, 

codent des facteurs de virulence qui peuvent réduire la libération d'ADNdb et ainsi échapper à 

la détection par AIM2 (Ge et al., 2012; Peng et al., 2011; Shah et al., 2013).  
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Figure 15 : Activation d’AIM2 par de l’ADN bactérien (Moltke et al., 2013) 

 

AIM2 : Absent in melanoma 2, ASC : “Adapter protein apoptosis-associated speck-like protein “, CASP1 : 
Caspase 1, DNA : Acide désoxyribonucléique, IFN : Interféron, IL : Interleukine. 

 

L'activation de l'inflammasome AIM2 nécessite deux signaux : induction transcriptionnelle d’Aim2 en 
aval de la signalisation de l’IFN de type I (signal 1) et liaison à l’ADN double brin cytosolique (Signal 2). 
Dans le cas d'une infection bactérienne, par exemple par Listeria monocytogenes ou Francisella 
tularensis, l'ADN est libéré si les bactéries envahissantes subissent une lyse dans le cytosol. Parce 
qu’AIM2 n'a pas de domaine CARD, l'adaptateur ASC est requis pour le recrutement et l'activation de la 
caspase 1 (CASP1). 

 

La reconnaissance des acides nucléiques confère également à AIM2 la capacité de répondre à 

l'ADN de l'hôte libéré en réponse aux dommages cellulaires. Cette reconnaissance et 

l'activation de l'inflammasome qui s'ensuit, l’impliquent dans diverses maladies 

inflammatoires, telles que le psoriasis, le LES et l'anévrisme de l'aorte abdominale (Choubey, 

2012; Dihlmann et al., 2014; Dombrowski et al., 2011), mettant en avant la possibilité que 

AIM2 soit une cible thérapeutique pour ces troubles auto-immuns. 
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(c) Pyrine 

La pyrine est associée à un trouble auto-inflammatoire appelé fièvre méditerranéenne 

familiale et n'a été identifiée que récemment comme protéine formant un inflammasome. La 

pyrine a d'abord été impliquée dans l'activation de l'inflammasome à partir d'un modèle de 

souris exprimant une protéine pyrine mutée responsable de la fièvre méditerranéenne ; ces 

souris présentaient un trouble auto-inflammatoire médié par ASC et IL-1 (Chae et al., 2011). 

Une étude plus récente a fourni une preuve définitive en montrant que l'inflammasome pyrine 

s'assemble en réponse aux toxines modificatrices de Rho produites par diverses espèces 

bactériennes, notamment Clostridium difficile, Vibrio parahemolyticus, Histophilus somni, 

Clostridium botulinum, et Burkholderia cenocepacia (Xu et al., 2014). Ces toxines induisent 

des modifications covalentes qui incluent la glycosylation, l'adénylylation et la ribosylation de 

l'ADP (Adénosine diphosphaste) dans la région Switch I des membres de la famille de Rho. 

Dans une autre étude, la toxine pertussique, par son activité ADP-ribosyltransférase, s'est 

révélée être impliquée dans l'inflammasome pyrine (Dumas et al., 2014). Bien qu'une 

interaction directe entre Rho et la pyrine n’a pas été détectée, la modification de Rho semble 

être essentielle pour l'activation de cet inflammasome, suggérant que la pyrine répond à 

l'activité fonctionnelle de Rho. Cependant, la conséquence de la modification de Rho et les 

étapes intermédiaires impliquées dans l'activation de la pyrine sont actuellement inconnues. 

Comme les modifications de Rho sont étroitement associées à de multiples fonctions 

cellulaires, y compris la division et la migration, l'activation de la pyrine est probablement 

contrôlée pendant ces processus.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction                                                                  Immunophysiopathologie de la PR 

 

88 

 

(d) Inflammasome et PR 

Plusieurs cytokines sont impliquées dans la pathogenèse et la persistance de la PR. Parmi elles 

on distingue l'IL-1β, sécrétée par les monocytes, les MФ , les PNN et les DC (Brennan and 

McInnes, 2008; McInnes and O’Dell, 2010). Cette sécrétion subséquente peut être 

destructrice pour les tissus, jouant un rôle important dans la résorption osseuse et la 

destruction du cartilage dans la PR (Joosten et al., 1999). En effet, l'inhibition thérapeutique 

de l'IL-1 réduit les signes et les symptômes de la PR ainsi que les dommages radiologiques. 

Les modèles animaux de PR, tels que l'arthrite induite par le collagène et l'arthrite induite par 

l'antigène, répondent également à l'inhibition de l'IL-1 (Alten et al., 2008; Bresnihan et al., 

1998), soulignant l'importance de cette cytokine dans le développement de la maladie.  

La sécrétion d'IL-1β est induite par l'activation des inflammasomes. L'assemblage des 

inflammasomes dépend de l'activation des récepteurs intracellulaires, tels que NLRP1, 

NLRP3, NLRC4 et AIM2. Lorsqu'ils détectent un PAMP ou un DAMP, ces récepteurs 

recrutent la protéine adaptatrice ASC, qui déclenche le clivage de la procaspase-1. Une fois 

activée, la caspase-1 clive les cytokines pro-IL-1β et pro-IL-18 en leur forme mature et 

sécrétée. L'activation de l'inflammasome est strictement régulée par des mécanismes 

transcriptionnels (transcription de NLRP3, AIM2, et IL-1β dépendante de NF-kB), post-

transductionnels (ubiquitination, nitrosylation), ainsi que par des protéines endogènes, telles 

que la protéine contenant le domaine de recrutement des caspases 8 (CARD8), qui inhibe 

spécifiquement l'activation de l’inflammasome NLRP3 (Addobbati et al., 2018). 

 Il est important de noter que les cellules du sang total de PR sécrètent de plus grandes 

quantités d'IL-1β lors de l'activation de NLRP3, ce qui confirme que l’inflammasome NLRP3 

est surexprimé et hyperactif. Ces résultats soutiennent un rôle de ce complexe intracellulaire 

dans l'inflammation systémique de la PR (Choulaki et al., 2015). Dans le contexte de cette 

inflammation stérile, il a été montré que de multiples signaux endogènes induisaient 

l'expression et l'activation de l'inflammasome NLRP3, y compris les cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α et l'IL-1β (Bauernfeind et al., 2009; Franchi et al., 2009), les 

DAMP comme l'ATP libéré par les mitochondries des cellules endommagées (Iyer et al., 

2009), l’HMGB1 (Andersson et al., 2000) et le S100A (Simard et al., 2013), comme indiqué 

en Figure 16. Par ailleurs, une régulation positive de l'expression des gènes de 

l’inflammasome NLRP3 dans les cellules mononucléaires du sang périphérique des patients 

avec une PR active est observée (Mathews et al., 2014) en plus de l’augmentation des ARNm 

de NLRP3 dans la synoviale de PR comparée à celle d’OA (Rosengren et al., 2005). 
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L’inflammasome peut sévir dans d’autres maladies auto-immunes, y compris le LES. 

Kahlenberg et al. ont mis en avant la susceptibilité des MФ de patients lupiques à l’activation 

de l'inflammasome en réponse aux NET, par rapport au MФ de DS, et montré que les produits 

de l’activation de l’inflammasome, à savoir l'IL-18, améliore considérablement la production 

de NET. Ces observations suggèrent un nouveau mécanisme par lequel les réponses 

inflammatoires deviennent amplifiées à travers une boucle où la production d'IL-1β et d'IL-18 

induite par les NET améliore l’induction de ces derniers par les PNN recrutés (Kahlenberg et 

al., 2013). 

Alternativement, il est possible que d'autres contenus intracellulaires, tels que l'ATP, qui peut 

activer le P2X7R à des concentrations élevées (Kahlenberg and Dubyak, 2004), puisse être 

libéré pendant la NETose et ainsi synergiser avec des protéines contenus dans les NET 

comme la cathélicidine LL-37, pour stimuler l'activation de l'inflammasome. En effet, le 

P2X7R jouerait un rôle clé dans les réponses inflammatoires dans la PR, et dans l’AEC les 

souris P2X7R-KO ont une inflammation, une sévérité et une incidence diminuées en 

comparaison des souris sauvages (Labasi et al., 2002). 

Des variations génétiques dans deux protéines de l’inflammasome NLRP3, à savoir NLRP3 et 

CARD8, ont été rapportées comme influençant la susceptibilité et la sévérité de la PR 

(Kastbom et al., 2008) dans certaines populations ethniques (Ben Hamad et al., 2012; 

Fontalba et al., 2007), et malgré leur hétérogénéité, les résultats ont montré un rôle majeur du 

dérèglement de l’inflammasome NLRP3 dans la pathogenèse de la PR. 

Dans la récente étude d’Addobbati et al. sur la population Brésilienne, il a été révélé que le 

polymorphisme NLRP3 rs10754558 semble conférer un risque accru de développement de PR 

(Addobbati et al., 2018) et selon Hitomi et al. les analyses fonctionnelles du SNP rs10754558 

de NLRP3 ont montré qu’il influencait l'expression de NLRP3 (1,4 fois plus élevé) en 

modifiant la stabilité de l'ARNm (Hitomi et al., 2009). 

De plus le SNP rs2043211 de CARD8 a été associé à la sévérité de la maladie. CARD8 

interagit physiquement avec la caspase-1 et régule négativement l'expression de l'IL-1β 

dépendante de la caspase-1 et de l'activation du facteur nucléaire NFĸB (Bouchier-Hayes et 

al., 2001; Razmara et al., 2002). Le polymorphisme rs2043211 introduit un codon stop 

prématuré, ce qui entraîne l'expression d'une protéine sévèrement tronquée (Bagnall et al., 

2008). Le rôle exact de CARD8 dans la biologie de l'inflammasome n'est toujours pas clair. Il 

a été proposé que CARD8 agit comme un modulateur de l'activation de NLRP3 ou qu'il 

exerce un rôle indépendant de l'inflammasome, en tant qu'inducteur de NF-kB (Paramel et al., 

2015). Le SNP rs2043211 de CARD8 conduit à une augmentation de la sécrétion d'IL-1β 
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(Roberts et al., 2010). Cette mutation était associée à une induction accrue de l'activité NFĸB 

et à sa translocation vers le noyau (Fontalba et al., 2007), ce qui conduit à des niveaux élevés 

de pro-IL-1β et de TNF-α, médiateurs de l'inflammation dans la PR (Moelants et al., 2013). 

De plus, il a été rapporté que le NF-ĸB contribue à la prolifération des cellules synoviales et 

par conséquent, à la destruction des os et du cartilage (Makarov, 2001; Okamoto et al., 2008). 

Kastbom et al. et Fontalba et al. ont également décrit une association entre le polymorphisme 

de CARD8 rs2043211 et la sévérité de la PR chez des patients Suédois et Espagnols, 

respectivement. La combinaison entre les polymorphismes de NLRP3 rs35829419 (Q705K) et 

de CARD8 rs2043211 (C10X) a été décrite comme étant associée à l'apoptose retardée des 

PNN (Blomgran et al., 2012), à la susceptibilité et à la sévérité de la PR (Kastbom et al., 

2008). 

 

 

Figure 16 : Implication possible des inflammasomes dans la pathogénèse de la PR (Yang 
and Chiang, 2015) 

AIM : “Absent in melanoma“, ATP : Adénosine tiphosphate, CCR et CXCR : Récepteur de chimiokines, 
DNA : Acide désoxyribonucléique, IL : Interleukine, K+ : Potassium, NET : “Neutrophil Extracellular 
Traps“, NLR : Récepteur de type NOD, ROS : Espèces réactives de l’oxygène, Th : Lynphocytes 
Tauxiliaires, TLR : Récepteur de type Toll. 

La clairance défectueuse des NET, des cellules endommagées et apoptotiques dans les maladies auto-
immunes comme la PR peut activer (primer) l'inflammasome NLRP3 via l'activation de P2X7R et la 
génération de ROS. L'ADN cytosolique du soi, issu de cellules apoptotiques par exemple, active 
l'inflammasome AIM2. L'activation des inflammasomes NLRP3 et AIM2 conduit à la sécrétion d'IL-1β et 
d'IL-18, qui intervient ensuite dans la chimiotaxie des cellules T CD4 +, la polarisation des cellules Th17 
et le dysfonctionnement des cellules progénitrices endothéliales. 
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L'importance de NLRP3 dans la pathogenèse de la PR est confirmée par les résultats de 

l'augmentation de l'ARNm de NLRP3 dans la synoviale des patients atteints de PR par rapport 

aux individus souffrant d'OA (Rosengren et al., 2005). L’inflammasome NLRP3 a été décrit 

comme un activateur de la mort cellulaire à la fois apoptotique et pyroptotique (Sagulenko et 

al., 2013). Par conséquent, outre la sécrétion excessive d'IL-1β, l'activation dérégulée de ce 

complexe peut exacerber la mort cellulaire, contribuant au processus inflammatoire dans la 

PR. Alf Kastbom et al. ont rapporté que le polymorphisme NLRP3-Q705K était associé à un 

risque accru d'accident vasculaire cérébral et/ou d’accident ischémique transitoire chez les 

patients atteints de PR (Kastbom et al., 2015).  

L’inflammasome AIM2 pourrait contribuer lui aussi à la pathogène de la PR puisque dans un 

modèle d’arthrite, les souris AIM2-KO présentent des signes fortement diminués 

d'inflammation articulaire, en plus de la réduction de l'activation de la caspase-1 et de la 

production de cytokines pro-inflammatoires dans les articulations. Cela permet de supposer 

que la reconnaissance de l’ADN endogène par AIM2 contribue à la pathogenèse de la maladie 

(Baum et al., 2015; Jakobs et al., 2015). 
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c) Cellules de l’immunite innee 

Dans cette partie je metterai en avant uniquement les cellules sur lesquelles j’ai travaillé.  

(1) Cellules dendritiques 

L'implication potentielle des cellules dendritiques (DC) dans la PR a d'abord été reconnue par 

Thomas et ses collègues. Depuis plusieurs équipes ont confirmé la présence de ces cellules 

matures et activées dans le liquide et le tissu synovial de patients atteints de PR ; ce résultat a 

été présenté comme première véritable indication de l'implication des DC dans la cascade 

inflammatoire de l'arthrite (Page et al., 2004; Radstake et al., 2005a; Thomas et al., 1994). De 

nos jours, un ensemble important de preuves soutient un rôle essentiel des DC à la fois dans 

l'initiation et la perpétuation de la PR.  

La synoviale rhumatoïde est caractérisée par l'accumulation périvasculaire de sous-ensembles 

de DC immatures et matures, en étroite association avec les LT et B (Pettit et al., 2000; 

Thomas et al., 1999; Wenink et al., 2009). Le LS contient un nombre significatif de mDC 

(Zvaifler et al., 1985) pDC comparé au sang, signifiant un rôle de ces cellules dans la 

perpétuation de la maladie (Jongbloed et al., 2006). Des études in vitro suggèrent que les DC 

migrent dans l'articulation en réponse aux cytokines et aux chimiokines produites localement, 

ou se différencient localement à partir des progéniteurs myéloïdes en réponse aux facteurs de 

croissance contenus dans le LS (van Lieshout et al., 2005; Santiago-Schwarz et al., 2001). De 

plus, des DC pro-inflammatoires ont été décrites et caractérisées dans le LS de patients PR 

(Segura et al., 2013). 

Il a été postulé que les LT CD4 autoréactifs activés jouent un rôle clé dans le déclenchement 

et/ou le maintien du processus inflammatoire chronique dans la PR. Les DC sont des CPA qui 

activent ces cellules T CD4 clonales dans les ganglions lymphatiques. Le processus 

d'activation implique la formation d'une structure moléculaire à la zone de contact DC-T CD4 

appelée synapse immunologique. Dans la PR, la synoviale montre une infiltration massive de 

DC et de LT CD4. Ainsi, il est possible que les DC peuvent présenter localement des peptides 

citrullinés à des clones T CD4 naïfs autoréactifs qui, après activation, contribuent à l'initiation 

ou au développement de la maladie (Rodríguez-Fernández, 2013). 

La contribution des DC dans l’inflammation peut se faire par présentation antigénique mais 

aussi par production de facteurs pro-inflammatoires. Les DC articulaires et dérivées des 

monocytes peuvent présenter la glycoprotéine du cartilage humain 39 (HCgp39) aux cellules 

T spécifiques de l'antigène du LS (Steenbakkers et al., 2003; Tsark et al., 2002). En effet, les 

DC synoviales montrent une activation in vivo reflétée par la régulation positive du CMH, 
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l’expression des molécules co-stimulatrices (CD80 et CD86) (Pettit et al., 2000), l’expression 

du récepteur activateur du facteur nucléaire κB (RANK) et de son ligand (RANKL) (Page and 

Miossec, 2005), et l’augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires 

lorsqu'elles sont stimulées ex vivo (IL-1, IL-6, TNF-α) par des CI ou des agonistes de TLR 

(Wenink et al., 2009). La migration des DC dans le LS peut être la conséquence d’une 

activation en réponse à des cytokines produites localement, ou à des facteurs endogènes 

libérés par les cellules mourantes au cours de l'inflammation (Martin et al., 2003). Ces 

cellules peuvent également contribuer indirectement à la pathogenèse de la PR. CTLA-4 

(protéine 4 associée aux lymphocytes T cytotoxiques) est un régulateur négatif de l'activation 

des LT également exprimé sur les Treg. L'expression de CTLA-4 sur les Treg supprime 

l'activation des DC en régulant négativement les molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 

(Wing et al., 2008). Les polymorphismes de CTLA-4 ont été associés à la PR, reflétant soit un 

manque dans le blocage des cellules T effectrices, ou d’une réduction de l'activité des Treg 

(Gregersen and Behrens, 2006). 

Curieusement, les DC synoviales sont bien organisées dans les structures lymphoïdes, 

suggérant un rôle potentiel de la synoviale comme un organe lymphoïde ectopique. Ce dernier 

a été suggéré par Weyand et Goronzy, qui ont caractérisé différents types d’inflammation 

synoviale basée sur la présence de follicules lymphoïdes, de centres germinatifs, ou des deux 

(Weyand and Goronzy, 2003). Cependant, les DC ne sont pas seulement situées dans ces 

tissus lymphoïdes ectopiques, mais sont également très présentes dans les régions 

périvasculaires, où elles sont potentiellement impliquées dans la chimioattraction d'autres 

cellules inflammatoires. Un grand intérêt a été porté sur le phénotype des DC montrant des 

différences phénotypiques et fonctionnelles des DC de l’articulation synoviale et du sang 

périphérique de patients atteints de PR en comparaison avec celles provenant de donneurs 

sains (Radstake et al., 2004a). 

La découverte que la stimulation des DC de PR avec de IL-13 n'augmente pas l'expression de 

FcγRIIb peut suggérer que cette voie de régulation négative est affectée dans la PR, ce qui 

entraîne un cercle vicieux. Cette hypothèse est corroborée par le fait que les Ig administrées 

par voie intraveineuse (IgIV) manquent d'efficacité clinique chez les patients atteints de PR 

(Kanik et al., 1996; Maksymowych et al., 1996) malgré son succès dans de nombreuses autres 

affections inflammatoires, dont la myosite inflammatoire, le syndrome de Guillain-Barré (van 

der Meché et al., 1992) et la sclérose en plaques (Sorensen, 2003). Radstake et al. soulignent 

que cette inefficacité des IgIV dans le traitement de la PR est due à un défaut de cette voie 

dans cette maladie, et donc le système immunitaire dans la PR est activé, potentiellement par 

des voies TLR-dépendantes (par exemple des ligands endogènes), ce qui entraîne l'activation 



Introduction                                                                  Immunophysiopathologie de la PR 

 

94 

 

de diverses cellules inflammatoires et une cascade d'événements pro-inflammatoires. 

L'inflammation continue ensuite en raison de l'échec d'un mécanisme de rétroaction qui 

contrecarre normalement la réponse immunitaire pro-inflammatoire, comme illustré en 

Figure 17 (Radstake et al., 2005b). 

Les ACPA et les FR sont supposés se lier aux récepteurs Fc sur les MФ et les mDC, induisant 

leur activation et leur production de cytokines pro-inflammatoires (Klareskog et al., 2009). 

Lebre et al. ont montré une corrélation positive entre le nombre de pDC dans le tissu synovial 

de PR et le niveau d’ACPA. En sachant que les patients atteints de PR FR+ ou ACPA+ 

présentent une importante infiltration dans le liquide synovial de pDC (Lebre et al., 2008). En 

effet, un sous-ensemble de patients atteints de PR exprimant de l'IFN de type I était associé à 

la production d'ACPA (van der Pouw Kraan et al., 2007). 

La PR était initialement considérée comme ayant un phénotype Th1. L'identification des 

cellules Th17 et des cytokines IL-17 et IL-23 dans les tissus et/ou liquides synoviaux a permis 

de supposer l’implication à la fois les cellules Th1 et Th17 dans sa pathogenèse (Annunziato 

et al., 2009; Chabaud et al., 1998b). Les DC des tissus synoviaux expriment l’IL-12p70 et 

l’IL-23p19, cytokines essentielles pour la différenciation complète des cellules Th1 et Th17 

respectivement, fournissant ainsi un mécanisme par lequel leur production est localement 

facilitée ou perpétuée (Lebre et al., 2008). 
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Figure 17 : Différence de réponse des DC de patients PR en comparaison aux DC de donneurs 
sains (Radstake et al., 2005b) 

 

FcγR : Récepteur de la partie Fc des Ig,Ig : Immunoglobuline, RA : Polyarthrite rhumatoïde.  

 (A) Chez des donneurs sains, les voies des TLR sont déclenchées par une multitude de stimuli (1), 
conduisant à l'activation des DC et à la production de divers médiateurs pro-inflammatoires (TNF-α, 
IL12, chimiokines) pour éliminer les pathogènes. La présence de complexes immuns dans cette phase 
conduit à une activation supplémentaire des DC car l'équilibre entre l'activation et l’inhibition du FcγR 
est biaisé (2). Au cours de la phase tardive de la réponse immunitaire, les cytokines anti-
inflammatoires, produites pour amortir la réponse immunitaire, conduisent à dévier l'équilibre des FcγR 
vers le sous-type inhibiteur (3). La production locale de complexes immuns entraîne à ce moment 
l'abrogation de la réponse pro-inflammatoire et peut même restaurer la tolérance médiée par les DC 
(4).  

(B) Chez les patients atteints de PR, de nombreux agonistes des TLR sont présents dans le 
compartiment synovial, menant à un état d'activation accru des DC (1). Cela conduit à une production 
plus élevée de cytokines et de chimiokines par les DC lors de l’activation à la fois par des stimuli 
spécifiques et aspécifiques (2). Bien qu'il ait été constaté que les DC des patients atteints de PR 
expriment un niveau élevé de sous-type inhibiteur de FcγR, les DC des patients atteints de PR 
produisent des quantités plus élevées de médiateurs pro-inflammatoires même après stimulation par 
les complexes immuns (2). Les niveaux d'IL-13 et d'IL-10 sont augmentés pendant l’inflammation de la 
synoviale. Bien que les complexes immuns sont abondamment présents chez les patients atteints de PR 
(3), cela conduit à une régulation positive inefficace du FcγRIIb, et pas d'atténuation de la réponse 
immunitaire comme il est observé chez les sujets sains, mais au contraire une stimulation des FcγR 
activateurs (4). 
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(2) Macrophages 

Les macrophages (MФ) ont longtemps été considérés comme des cellules quiescentes à 

longue durée de vie, à différenciation terminale, et ayant une faible capacité proliférative par 

rapport à d'autres cellules myéloïdes, telles que les DC. Cependant, plusieurs études et 

données suggèrent que ces cellules tissulaires peuvent proliférer à des niveaux faibles à l'état 

d'équilibre (Davies et al., 2013).  

Il est important de noter que la capacité de prolifération des MФ tissulaires est accrue dans 

des conditions spécifiques, par exemple au cours du développement embryonnaire (Ginhoux 

et al., 2010; Hoeffel et al., 2012), pendant la grossesse (Tagliani et al., 2011) et les infections 

par des nématodes (Jenkins et al., 2011). Dans ce dernier cas, l'IL-4 a été identifiée comme 

étant un moteur de l'expansion proliférative des MФ pleuraux résidants (Jenkins et al., 2011), 

alors que le M-CSF (“Macrophage colony-stimulating factors“) favoriserait la prolifération 

ainsi que le recrutement des monocytes (Jenkins et al., 2013). De plus, la population de MФ 

dérivés de monocytes résidants dans l'intestin peut également subir une expansion 

proliférative (Varol et al., 2009). Par contre, le maintien des MФ dérivés des monocytes 

lésionnels dans les plaques d'athérorome implique principalement leur prolifération locale 

plutôt qu'un afflux continu de monocytes de novo (Robbins et al., 2013). 

Il est connu que les monocytes sanguins (et potentiellement d'autres progéniteurs myéloïdes 

dérivés de la moelle osseuse) sont recrutés dans des tissus enflammés où ils donnent naissance 

à des populations transitoires de MФ et DC dérivées de monocytes. Plusieurs facteurs 

déterminent la nature précise et l'étendue de la contribution de ces MФ dérivés de monocytes 

aux populations de MФ tissulaires, y compris comment et dans quelle mesure l'inflammation 

(ou sa cause) affecte le pool endogène de MФ résidants dans les tissus (Ginhoux and Jung, 

2014). 

(a) Polarisation des macrophages  

C’est en étudiant les facteurs qui régulent le métabolisme de l'arginine sur les MФ que Mills 

et ses collègues ont constaté que les MФ activés chez des souches de souris Th1 et Th2 

différaient qualitativement dans leur capacité à répondre aux stimuli classiques (IFN-γ ou 

LPS). Ils ont ainsi proposé la dénomination M1 et M2 (Mills et al., 2000). Depuis le concept 

d'activation classique et alternative, également appelé MФ M1 et M2, respectivement pour 

imiter la nomenclature des cellules Th, est devenu de plus en plus large et répandu mais 

affiné. 
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Le terme d'activation classique des MФ a été introduit par Mackaness dans les années 1960 

dans un contexte d'infection pour décrire l'activité microbicide accrue des MФ dépendant de 

l'Ag (Mackaness, 1962). Cette activation a ensuite été liée aux réponses Th1 et à la production 

d'IFN-γ par les cellules immunitaires activées par l'Ag (Nathan et al., 1983) et étendue aux 

propriétés cytotoxiques et anti-tumorales (Celada et al., 1984; Pace et al., 1983). À l'époque, 

l'effet de l’immunité Th2 sur les MФ était associé à la production d’IgE et la protection contre 

les parasites extracellulaires alors que l’effet sur les réponses allergiques restait incertain. La 

découverte que les cytokines Th2 (IL-4 et IL-13) amplifiées l’expression du récepteur du 

mannose et des molécules du CMH-II sur les MФ murins, tout en  réduisant la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires a conduit Stein, Doyle et leurs collègues à proposer que l'IL-4 et 

l'IL-13 induisent un phénotype d'activation alternatif, un état tout à fait différent de 

l'activation par l’IFN-γ mais loin de la désactivation (Doyle et al., 1994; Stein et al., 1992). 

Historiquement, plusieurs propriétés fonctionnelles distinguent les MФ polarisés M1 (activés 

classiquement) et M2 (alternativement activés), y compris leurs répertoires de cytokines 

(sécrétion forte d’IL-12 et d’IL-23 et fabile d’IL-10 versus sécrétion faible d’IL-12  et d’IL-23 

et forte IL-10), les chimiokines (CXCL9 et CXCL10 contre CCL17 et CCL22), le micro-ARN 

(miR-155 contre miR-223), le métabolisme du fer, du glucose et du folate, les récepteurs 

scavengers et les récepteurs du mannose (Murray et al., 2014; Wang et al., 2014). 

Cette polarisation se réfère à une estimation de l’état d'activation de ces cellules à un point 

donné dans l'espace et le temps.  

Les MФ M1 apparaissent dans des milieux inflammatoires dominés par les TLR et la 

signalisation IFN et sont généralement associés à l'immunité contre les bactéries, les 

pathogènes intracellulaires et aux tumeurs dans le contexte des réponses Th1, alors que les 

macrophages M2 se trouvent dans les milieux dominés par les réponses Th2, telles que 

l'immunité contre les helminthes (parasites), l'asthme et l'allergie. Les MФ M2 ont des 

propriétés immunorégulatrices, favorisent la croissance tumorale et invasive et orchestrent la 

réparation et le remodelage tissulaire (y compris la fibrose) (Gordon and Martinez, 2010; 

Murray, 2017). Comme illustré en Figure 18, les facteurs de transcription impliqués dans la 

polarisation des MФ incluent NF-kB, STAT1 et IRF5 pour le phénotype M1, et IRF4, 

STAT6, c-Myc, et PPARy pour M2 (Lawrence and Natoli, 2011).  
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Figure 18 : Facteurs intrinsèques et extrinsèques contrôlant la polarisation macrophagique 
(Murray, 2017) 

 

AKT : Protéine kinase B, IL : Interleukine, IRF : Facteur régulateur de l’interféron, JMJD3 : “Jumonji 
domain containing-3“, JunB : Facteur de transcription AP-1, KLF : Facteur de type Krüppel, mTOR : Cible 
de la rapamycine, NF-kB : Facteur de transcription nucléaire kappa B, NLR : Récepteur de type 
NOD,PPAR : Récepteur activé par un proliférateur de peroxysome, STAT : Transducfteur de signal et 
activateur de la transcription, TLR : Récepteur de type Toll, TNF : Facteur de nécrose tumorale. 

 

Le phénotype M1 activé par l’IFN-γ ou le LPS (Dalton et al., 1993; Mantovani et al., 2009) 

joue un rôle important dans l'initiation et le développement de l'inflammation en produisant 

un grand nombre de facteurs pro-inflammatoires, comme l’IL-6, l’IL-1β et le TNF (Oishi et 

al., 2016), ainsi que l’IL-23 et l’IL-12 (Verreck et al., 2004). Le phénotype M1 exprime 

fortement le TLR4, le CD86, le CMH-II, l’iNOS/NOS2, et l’IL-1β ; en outre, les chimiokines 

CCL2 et CCL5 sont associées au phénotype M1. Le phénotype M1 favorise également le 

recrutement des cellules Th1 et des cellules NK, qui jouent un rôle crucial dans la mort des 

pathogènes intracellulaires (Li et al., 2015; Mantovani et al., 2004). 

Récemment, le phénotype M2 a été divisé en sous-types : M2a, M2b, M2c et M2d, illustré en 

Figure 19. L’IL-4 et/ou l’IL-13 activent les MФ M2a, ces derniers sécrétent un grand nombre 

de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10, augmentent l'activité de l'arginase-1 (Arg-1) 

et expriment spécifiquement le récepteur au mannose (CD206) et la “Chitinase 3-like protein 

3“ (Chi3l3), qui peut tuer les agents pathogènes extracellulaires, éliminer les débris, favoriser 

l'angiogenèse, le remodelage tissulaire et la cicatrisation (Ding et al., 2015; de Souza et al., 

2017) ; les MФ M2b sont activés par les TLR, le ligand de l'IL-1R ou les CI, ces MФ 
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sécrètent peu d’IL-12 et énormémant d’IL-6, d’IL-10, de TNF-α et d’IL-1β (Colin et al., 

2014) ; les MФ M2c sont activés par l’IL-10, le TGF-β et les glucocorticoïdes, ont une 

sécrétion élevée d'IL-10 et de TGF-β, et jouent un rôle dans la régulation et l’inhibition de 

l'inflammation (Kim et al., 2015; Lu et al., 2013) ; avec les MФ M2b, ils sont également 

appelés «MФ régulateurs» (Mosser and Edwards, 2008) ; les MФ M2d sont induits par la co-

stimulation avec les TLR et les agonistes des récepteurs A2A de l'adénosine, ils sont 

caractérisés par des niveaux élevés d'IL-10 et de facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire (VEGF) et de faibles niveaux de TNF et d’IL-12 (Grinberg et al., 2009; Li et al., 

2011b). Les quatre sous-types de MФ M2 ont leurs propres biomarqueurs pour les distinguer : 

le CCL17 est un biomarqueur des MФ M2a ; CCL1 pour les M2b ; CXCL13 est un 

biomarqueur des MФ M2c (Tsuchimoto et al., 2015) ; et CD206, Ym1, Fizz1, dectine-1, 

arginase-1 sont des biomarqueurs de MФ M2d (Ferrante et al., 2013).  
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Figure 19 : Représentation des différentes sous-populations de macrophages (adapté de (Klopfleisch, 2016; Mantovani et al., 2004)) 

DTH : Hypersensibilité retardée, IC : Complexes immuns, IFN : Interféron, IL : Interleukine, iNOS : Oxyde nitrique synthase inductible, LPS : Lipopolysaccharide, 
MHC : Complexe majeur d’histocompatibilité, MR : Récepteur du mannose, PTX3 : Pentraxin, RNI : Intermédiaires réactifs de l'azote, ROI : Intermédiaires 
réactifs de l'oxygène, SLAM : Molécule d'activation de la signalisation lymphocytaire, SR : Récepteurs éboueurs “Scavenger“, TGF : Facteur de croissance 
transforamant, TLR : Récepteur de type Toll, TNF : Facteur de nécrose tumorale, VEGF : Facteur de croissance de l’endothélium vasculaire. 

Les macrophages se polarisent et acquièrent différentes propriétés fonctionnelles en réponse à des signaux dérivés de l'environnement. L'exposition des 
macrophages à l'IFN-γ et au LPS entraîne une polarisation M1, avec des propriétés cytotoxiques et antitumorales potentialisées, alors que les macrophages M2 
sont en général plus sujets aux activités immunorégulatrices et protumorales. En particulier, M2a (induits par l'exposition à IL-4 et IL-13), M2b (induits par 
l'exposition combinée aux immuncomplexes et aux agonistes TLR ou IL-1R) et M2d (induits par l’IL-6) exercent des fonctions immunorégulatrices et induisent 
des réponses de type Th2, alors que les macrophages M2c (induits par l’IL-10) sont plus liés à la suppression des réponses immunitaires et au remodelage 
tissulaire.
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(b) Implication des macrophages dans la PR 

La multitude et l'abondance des médiateurs dérivés des MФ dans la PR et leurs effets 

paracrine/autocrine les identifient comme des amplificateurs locaux et systémiques de la 

maladie. Bien que la compréhension de l'étiologie de la PR demeure l'ultime moyen de 

réduire au silence le processus pathogénétique, les efforts pour comprendre comment les MФ 

activés influencent la maladie ont conduit à des stratégies d'optimisation ciblant 

spécifiquement ces cellules. 

Les MФ sont d'une importance capitale dans la PR en raison de leur nombre important dans la 

membrane synoviale enflammée et au niveau de la jonction cartilage-pannus, leur clair état 

d’activation (Bresnihan, 1999; Burmester et al., 1997) et leur réponse aux traitements 

antirhumatismaux. Bien que le MФ n'occupe probablement pas une position pathogène 

causale dans la PR (excepté leur capacité potentielle de présentation d'antigène), il possède un 

large potentiel pro-inflammatoire, destructif et remodelant et contribue considérablement à 

l'inflammation et à la destruction articulaire dans la PR aiguë et chronique (Kinne et al., 

2000).  

De ce fait, le système monocyte/MФ fait partie intégrante du système immunitaire naturel et 

participe à la première ligne de défense contre les agents infectieux. Ce système contribue à 

l'homéostasie du corps par une fonction d’éboueur “Scavenger“ de tous les débris générés par 

des processus physiologiques ou pathologiques. Ainsi, les monocytes/MФ possèdent des 

fonctions biologiques multiples et puissantes qui peuvent grandement affecter l'apparition et 

le développement de maladies inflammatoires chroniques comme la PR (Hogg et al., 1985). 

Une partie importante des réponses effectrices de MФ est médiée par une signalisation 

dépendante du contact cellulaire avec différentes cellules inflammatoires ou 

mésenchymateuses. 

En raison du nombre important de MФ et de fibroblastes et de leur état d’activation dans le 

tissu synovial de PR, l'interaction entre ces cellules est critique pour l'inflammation et les 

lésions tissulaires qui en résultent, comme illustré en Figure 20. En effet, le simple contact 

entre ces cellules provoque la production d’IL-6, d'IL-8 et de GM-CSF. En outre, in vitro, une 

dégradation significative du cartilage se produit dans des co-cultures de fibroblastes et de MФ 

de souris, une réponse dépassant nettement celle observée avec un seul de ces types cellulaires 

(Burmester et al., 1997). 

Les fonctions accessoires, inflammatoires, effectrices et inhibitrices des MФ peuvent être 

stimulées par des LT pré-activés et exprimant des molécules de surface d'activation. En 
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réponse à une telle interaction, les MФ produisent des MMP responsable de la dégradation du 

cartillage dans la PR, de l’IL-1α et de l’IL-1β (Berg et al., 1996). De plus, les LT pré-stimulés 

par mimétisme antigénique stimulent la production de TNF-α et d'IL-10 une fois en contact 

avec les MФ dans l’arthrite à adjuvant chez le rat (Kinne et al., 1995).  

 

 

Figure 20 : Rôle des macrophages dans la PR (Udalova et al., 2016) 

 

CCL : Chimiokine.IFN : Interféron, IL : Interleukine, M-CSF : “Macrophage colony-stimulating factor “, 
RANKL : Ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B, TH : Lymphocytes T auxiliaires, 
TNF : Facteur de nécrose tumorale.  

 

Les macrophages produisent des cytokines, qui à leur tour favorisent l'inflammation par le recrutement 
de cellules immunitaires, la polarisation des lymphocytes T et l'activation des fibroblastes. Les 
fibroblastes activés sécrètent RANKL et M-CSF, induisant la différenciation des ostéoclastes, qui est 
renforcée par le TNF dérivé des macrophages et d'autres cytokines. Les complexes immuns formés par 
les auto-anticorps et les antigènes activent les macrophages. De plus, les macrophages sont influencés 
par le contact cellule-cellule ou par les cytokines produites par les lymphocytes T, les fibroblastes et les 
cellules immunitaires innées.  

L'augmentation du nombre de MФ dans la synoviale est une caractéristique précoce de la 

maladie rhumatismale active, et un nombre élevé de ces cellules est une caractéristique 

importante des lésions inflammatoires. Le degré d'infiltration des MФ synoviaux est corrélé 

avec le degré d'érosion des articulations, et l'épuisement de ces cellules du tissu enflammé 

présente un avantage thérapeutique profond. La recherche a maintenant découvert un niveau 

étonnamment élevé d'hétérogénéité dans l'origine et la fonction des MФ, et a souligné le rôle 

des facteurs environnementaux dans leur spécialisation fonctionnelle. Bien que les 

populations hétérogènes de MФ dans la PR n'aient pas été complètement caractérisées, des 

résultats préliminaires dans des modèles murins d'arthrite ont contribué à la compréhension du 
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phénotype et de l'ontogénèse des MФ synoviaux et à déchiffrer les propriétés de ces 

phagocytes infiltrés et tissulaires dérivés des monocytes (Udalova et al., 2016).  

En général, lorsqu'un pathogène pénètre dans le corps, les DC matures présentent des Ag aux 

LT naïfs, les MФ s’activent et effectuent des réponses immunitaires spécifiques en détectant 

et engloutissant un corps étranger exogène (Liang et al., 2016). En même temps, les MФ 

peuvent sécréter des facteurs inflammatoires pour détruire les pathogènes, et sécréter des 

facteurs anti-inflammatoires pour protéger les organes. Comme illustré en Figure 21, deux 

états différents de polarisation des MФ ont été identifiés lors de la PR : les MФ M1 sécrétent 

principalement plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-6 et l'IL-1, 

responsables de la destruction des articulations ; alors que les cytokines anti-inflammatoires 

IL-10, TGF-β nécessaires à la réparation tissulaire sont principalement sécrétées par les MФ 

M2 mais à des taux faibles. D’ailleurs le déséquilibre entre M1 et M2 est l'une des principales 

causes de la PR (Kinne et al., 2007). 

 Les MФ infiltrés dans la synoviale ont un phénotype hétérogène et la majorité des cellules 

co-expriment les marqueurs M1 et M2 (Ambarus et al., 2012a). Des preuves de polarisation 

des MФ dans les deux sens sont manquantes dans l'articulation enflammée, mais le TNF et 

l'IL-1, généralement libérés en quantités plus élevées par les MФ M1, sont abondants dans la 

PR, tandis que l'activité IL-10, caractéristique des MФ M2, est relativement diminuée chez les 

patients atteints de PR par rapport aux individus non affectés (Kennedy et al., 2011). Les 

souris déficientes en IL-10 développent une arthrite inflammatoire exacerbée, et le phénotype 

des MФ synoviaux chez ces animaux est déplacé vers le phénotype M1 pro-inflammatoire 

(Ye et al., 2014). Le traitement des patients avec des agents anti-TNF a un effet rapide et 

prononcé sur l'infiltration des MФ dans les tissus (De Rycke et al., 2005).  

La dominance micro-environnementale observée et la capacité des MФ dérivés des 

monocytes à adopter le phénotype des MФ tissulaires permettent le recrutement de monocytes 

dans des situations telles que les infections, le vieillissement ou les pathologies où l'auto-

renouvellement des MФ tissulaires pourrait ne pas suffire à soutenir le réapprovisionnement 

ou le fonctionnement des MФ (Gentek et al., 2014). La déplétion des monocytes activés par 

leucaphérèse répétée chez les patients atteints de PR active entraîne une amélioration de 

l'activité de la maladie qui persiste pendant 10 à 12 semaines (Yeadon and Karsh, 1983). Ce 

traitement conduit également au repeuplement avec des monocytes ayant un statut d'activation 

réduit en ce qui concerne la production de cytokines et de médiateurs inflammatoires (Hahn et 

al., 1993). 
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Figure 21 : Cytokines produites par les macrophages M1 et M2 lors de la PR (Wang et al., 
2017b) 

B7 : Molécule de co-stimulation, HLA : Antigène des leucocytes humains, IFN : Interféron, Ig : 
Immunoglobuline, IL : Interleukine, NF-kB : Facteur nucléaire kappa B, NO : Monoxyde d’azote, PGE : 
Prostaglandine,  TGF : Facteur de croissance transformant,Th : Lymphocytes T auxiliaires,TNF : Facteur 
de nécrose tumorale. 

Les macrophages M1 sécrétant des cytokines pro-inflammatoires aggravent les symptômes de la PR, 
tandis que les macrophages M2 sécrétant des cytokines anti-inflammatoires atténuent les symptômes 
de cette pathologie. Les M1 sécrètent de l'IL-23 qui se lie à son récepteur IL-23R, exprimé sur les 
lymphocytes T CD4 +. Cette cytokine en combiniason avec l’IL-6 favorise la différencition en Th17, qui 
permet une importante sécrétion d’IL-17, provoquant en outre des lésions osseuses.  

Les M2 améliorent principalement les symptômes de la PR de deux façons :  

1) en sécrétant la cytokine anti-inflammatoires l’IL-10, qui réduit la production de cytokines 
inflammatoires par les cellules Th1 et cela en inhibant la voie de signalisation de NF-κB ; L'IL-10 peut 
également réduire l'expression de l'antigène HLA-DR, de B7 et d'autres molécules de co-stimulation, ce 
qui entraine une inhibation de l'activité lymphocytaire à médiation cellulaire Th1, de la synthèse de NO 
et de la production de PGE2 ;cette cytokine favorise également la production d’IL-1Ra et de sTNFR par 
les cellules synoviales, favorisant la prolifération des cellules B pour produire des IgA, 

2) les macrophages M2 sécrètent le TGF-β en tant que régulateur négatif dans la membrane synoviale 
via l’inhibition de l'activité des cellules T et B. 
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(3) Neutrophiles  

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont le type cellulaire le plus abondant dans le sang 

humain. Ils sont produits dans la moelle osseuse en grand nombre, ~ 10^11 cellules par jour. 

Dans des conditions homéostatiques, les PNN pénètrent dans la circulation, migrent vers les 

tissus, où ils remplissent leurs fonctions, et sont finalement éliminés par les MФ par 

phagocytose ou retournent à la moelle osseuse, initiant la résolution de l’inflammation, le tout 

au bout d'un jour. Cependant, on sait maintenant que la durée de vie des PNN peut atteindre 

plus de cinq jours in vivo chez l’homme (Pillay et al., 2010). Les PNN sont des cellules 

effectrices importantes dans le système immunitaire innée (Mayadas et al., 2014). Ils 

patrouillent constamment dans l'organisme à la recherche de signes d'infections microbiennes 

et, une fois trouvés, ces cellules réagissent rapidement pour piéger et tuer les agents 

pathogènes envahissants (Rosales, 2018).  

En cas d’infection ou d’inflammation, ces leucocytes sont les premières cellules à sortir de la 

circulation et migrer vers la zone attaquée. Là, les PNN tuent les microbes, communiquent le 

statut des dommages à d'autres cellules immunitaires et initient la guérison. Ces cellules sont 

reconnaissables par leur noyau polylobé caractéristique, d’où le nom de cellules 

polynucléaires neutrophiles. Une deuxième caractéristique des PNN est l'abondance des 

granulations dans leur cytoplasme. En effet, à la fin du XIXe siècle, la coloration granulaire 

avec des colorants neutres a conduit Paul Ehrlich à appeler ces cellules neutrophiles 

(Sollberger et al., 2018). 

L'activité antimicrobienne des PNN est leur fonction la mieux comprise. Quatre principales 

fonctions antimicrobiennes leurs sont reconnues : la phagocytose, la dégranulation, 

l’explosition oxydative et la libération de matériel nucléaire sous forme de pièges 

extracellulaires appelés “Neutrophil Extracellular Traps“ (NET) (cette dernier fonction sera 

détaillée en Chapitre C : NETose). 

Les PNN sont des phagocytes professionnels et possèdent dans leurs granules un arsenal 

antimicrobien (par exemple, LL-37) puissant qui, associé à la production d'espèces réactives 

de l'oxygène (ROS), tuent les microbes à l'intérieur du phagosome. Ces protéines 

antimicrobiennes sont également libérées, par «dégranulation». Les NET sont libérés par les 

PNN activés et sont constitués de chromatine modifiée et de protéines antimicrobiennes 

provenant à la fois du cytoplasme et des granules de la cellule. Pour agir par l’un de ces trois 

mécanismes, les PNN comptent sur leur capacité à s'accumuler rapidement en grand nombre 

sur le site d’infection ou d’inflammation stérile après leur recrutement du sang (Sollberger et 

al., 2018).  
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Ainsi, les PNN sont des médiateurs de l’inflammation. Classiquement, ils sont décrits comme 

étant une population homogène de cellules différenciées en phase terminale avec une fonction 

unique : la destruction de micro-organismes. Cependant, les preuves accumulées au cours des 

dernières années ont révélé que les PNN présentent une grande hétérogénéité phénotypique et 

une grande polyvalence fonctionnelle, qui les placent en tant que modulateurs importants de 

l'inflammation et des réponses immunitaires. Les PNN répondent à plusieurs signaux et 

réagissent en produisant des cytokines et d'autres facteurs inflammatoires qui influencent et 

régulent l'inflammation et le système immunitaire y compris l’immunité adaptative (Nauseef 

and Borregaard, 2014; Scapini and Cassatella, 2014). De nos jours, il est reconnu que les PNN 

sont des cellules complexes transcriptionnellement actives (Ericson et al., 2014) qui 

produisent des cytokines (Tecchio et al., 2014), modulent les activités des cellules voisines, 

contribuent à la résolution de l'inflammation (Greenlee-Wacker, 2016), régulent l’activité des 

MФ lors des réponses immunitaires à long terme (Chen et al., 2014), participent activement à 

plusieurs maladies dont le cancer (Mishalian et al., 2017; Uribe-Querol and Rosales, 2015), et 

jouent même un rôle dans la mémoire immunitaire innée (Netea et al., 2016). 

(a) Granulopoïèse 

La granulopoïèse a lieu dans les cordons hématopoïétiques de la moelle osseuse où les 

progéniteurs granulocytaires engagés proviennent de cellules souches hématopoïétiques et 

subissent une prolifération et une différenciation en PNN. Par exemple, chez l’homme adulte, 

la moelle osseuse génère 5-10 × 10^10 granulocytes par jour à l'état d'équilibre (Summers et 

al., 2010).  

Le principal régulateur de la granulopoïèse physiologique est le facteur de 

croissance hématopoïétique spécifique de la lignée granulocytaire (G-CSF) (Richards et al., 

2003). Chez l'homme, une mutation du récepteur du G-CSF provoque une neutropénie sévère 

(Sinha et al., 2003), alors que des souris dépourvues de G-CSF, ou de son récepteur, sont 

presque totalement dépourvues de neutrophiles (Lieschke et al., 1994; Liu et al., 1996). 

Cependant, certains PNN se développent encore en l'absence de G-CSF, démontrant que 

d'autres cytokines, y compris le facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages 

(GM-CSF) et l'IL-6, peuvent partiellement compenser la perte de G-CSF (Liu et al., 1997; 

Seymour et al., 1997).  

Sous le contrôle du G-CSF, les progéniteurs granulocytaires s'engagent dans la génération des 

PNN en se transformant en myéloblastes. Comme illustré en Figure 22, ces cellules suivent 

ensuite un processus de maturation qui comprend les stades de promyélocytes, de myélocytes, 

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matopo%C3%AF%C3%A9tique
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de métamyélocytes, de cellules en bandes et enfin de PNN matures (Vietinghoff and Ley, 

2008). Ce processus prend environ 2 semaines à l'état d'équilibre (Sollberger et al., 2018).  

Au cours de la différenciation, les PNN en développement subissent des changements dans la 

morphologie de leur noyau passant d’un noyau rond en une morphologie en bandes puis en 

lobules, ainsi que dans l'expression de divers récepteurs. Par exemple, l’intégrine α4β1 

(VLA4) et le récepteur de chimiokine CXC4 (CXCR4) sont moins exprimés, tandis que 

CXCR2 et le TLR4 sont régulés positivement (Rosales, 2018). 

 

 

Figure 22 : Granulopoièse des PNN (Sollberger et al., 2018) 

C/EBP : Facteur de transcription “ CCAAT/enhancer-binding proteins“. 

 

Au stade promyélocyte, les précurseurs des PNN cessent de se diviser, quittent le cycle 

cellulaire et se différencient en cellules non cycliques différenciées en phase terminale. Au 

cours de la différenciation terminale, les PNN acquièrent leurs granules caractéristiques qui 

stockent des protéines spécifiques pertinentes à leurs fonctions (Häger et al., 2010). Ces 

granules sont formés à des stades de différenciation particuliers. Les granules primaires 

(azurophiles) se trouvent au stade myéloblaste et promyélocyte. Les granules secondaires 

(spécifiques) sont détectés au stade myélocyte et métamyélocyte. Les granules tertiaires 

(gélatinase) sont trouvés au stade des cellules à bande. Enfin, les vésicules sécrétoires sont 

détectées uniquement dans les PNN matures (segmentés). Ces granules stockent un arsenal 

d'enzymes antimicrobiennes, y compris la neutrophile élastase (NE), la myéloperoxydase 

(MPO), les cathélicidines (LL-37), les défensines et les MMP, qui sont utilisées pour détruire 

les agents pathogènes envahissants (Rosales, 2018). 
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Différents facteurs physiologiques et environnementaux régulent la granulopoïèse. Dans les 

tissus périphériques, une boucle de rétroaction existe dans laquelle la phagocytose 

macrophagique des PNN apoptotiques amortit la production d'IL-23/IL-17, et par la suite de 

G-CSF, conduisant à moins de granulopoïèse. Un manque de PNN dans la périphérie stimule 

par conséquent la production de PNN dans la moelle osseuse via l’IL-23/IL-17 et G-CSF 

(Stark et al., 2005). Dans la circulation, le nombre de PNN fluctue dans un rythme circadien, 

entrant dans la circulation sanguine pendant la période active de l'animal et revenant à la 

moelle osseuse vers la période de repos (Sollberger et al., 2018).  

Les PNN âgés ou activés sous expriment le marqueur de surface CD62L et régulent 

positivement CXCR4, favorisant le retour à la moelle osseuse. Là, les MФ phagocytent les 

PNN anciens, déclenchant la libération de cellules fraîchement matures (Casanova-Acebes et 

al., 2013). En outre, le microbiote est important dans le développement des PNN. Les signaux 

microbiens qui agissent via l’axe TLR4/TRIF, initient la granulopoïèse. Par conséquent, les 

souris sans germes (“Germ-free mice“) sont sévèrement neutropéniques (Bugl et al., 2013), 

encore plus que les souris déficientes en G-CSF. 

(b) Sortie des PNN de la moelle osseuse  

Une fois que les PNN arrivent à maturité, ils peuvent quitter la moelle osseuse vers la 

circulation. La libération de PNN est étroitement contrôlée puisque seulement 1 à 2% de tous 

les PNN dans le corps sont trouvés dans le sang dans des conditions homéostatiques normales. 

Les PNN matures sont conservés dans la moelle osseuse par l'action de deux récepteurs de 

chimiokines, CXCR2 et CXCR4. Le G-CSF induit la sortie des PNN de la moelle osseuse en 

interférant avec l'interaction CXCR4-CXCL12 (Summers et al., 2010). En outre, les ligands 

de CXCR2, tels que CXCL1, CXCL2, CXCL5 et CXCL8 (chez l'homme) sont exprimés par 

les cellules endothéliales à l'extérieur de la moelle osseuse lorsque les PNN doivent être 

mobilisés dans le sang (Eash et al., 2010). Le G-CSF provoque la libération de PNN en 

induisant une régulation positive des ligands du CXCR2 sur les mégacaryocytes (Köhler et 

al., 2011), une réduction de l'expression de CXCL12 par les cellules stromales de la moelle 

osseuse et une réduction de l'expression de CXCR4 sur les PNN eux-mêmes (Kim et al., 

2006). 

En dehors de la moelle osseuse, la production de PNN est également régulée par un réseau de 

cytokines impliquant l'IL-23 produite par les phagocytes et l'IL-17 produite par les LT. Dans 

ce mécanisme, les MФ et les DC phagocytent les PNN apoptotiques (Gordy et al., 2011; Jiao 

et al., 2014) conduisant à une réduction de l'IL-23 (Stark et al., 2005), qui contrôle 

l'expression de l’IL-17 par les LT (Gaffen et al., 2014). Parce que l'IL-17 favorise la 
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granulopoïèse et la libération de PNN par la régulation positive du G-CSF (Vietinghoff and 

Ley, 2008), les faibles niveaux d'IL-17 entraînent alors une expression réduite du G-CSF et 

une libération en régime permanent des PNN. Pendant l'inflammation, l'IL-1 peut également 

stimuler la production de PNN à travers l'axe IL-17/G-CSF (Ueda et al., 2009) et les PNN 

eux-mêmes créent une boucle positive pour leur propre recrutement. Les PNN peuvent 

produire de l’IL-8, une importante chimiokine impliquée dans leur recrutement, de l'IL-17 

(Eskan et al., 2012), et attirer des LT produisant de l'IL-17 (cellules Th17) (Weaver et al., 

2013). À leur tour, les cellules Th17 recrutent plus de PNN (Pelletier et al., 2010; Zenobia and 

Hajishengallis, 2015).  

(c) Migration vers les tissus endommagés 

Après avoir été libérés dans le sang depuis la moelle osseuse, les PNN patrouillent dans la 

circulation jusqu'à ce qu'ils rencontrent des signaux inflammatoires. Les premiers signaux 

responsables du recrutement et/ou activation précoce des PNN sont libérés des cellules 

endommagées et nécrotiques après une lésion tissulaire et sont probablement des DAMP 

(Pittman and Kubes, 2013), comprenant l'ADN, les histones, l’HMGB1, l’ATP, l'IL-1α et 

bien d'autres (Chen and Nuñez, 2010).  

Ainsi les PNN adhèrent aux parois vasculaires impliquant l’intéraction des sélectines des 

cellules endothéliales aux intégrines portées par les PNN, puis migrent dans les tissus en 

remontant le gradient de chimioattractants jusqu’à leur lieu d’action. 

La majorité des DAMP peuvent agir comme chimioattractants et sont détectés par les PNN 

souvent à travers leurs récepteurs couplés aux protéines G et les TLR (Wang, 2018).  

Par ailleurs, les DAMP libérés par les cellules endommagées peuvent activer les tissus 

environnants et induire la production de chimiokines et de médiateurs lipidiques, par exemple 

CXCL8 et LTB4 (Lämmermann et al., 2013) ;  les deux sont de puissants inducteurs de la 

chimiotaxie des PNN. Une fois libérée par les cellules immunitaires (PNN, MФ et LT) et non-

immunitaires (cellules épithéliales et endothéliales) en réponse à une blessure ou une 

infection, CXCL8 peut se lier aux glycosaminoglycanes sur les parois cellulaires et dans la 

matrice extracellulaire pour créer des gradients de c imiokines tout au long des tissus à 

travers lesquels les PNN migrent (Webb et al., 1993). 

Les DAMP qui sont libérés des cellules endommagées activent la production de ces 

chimiokines et des médiateurs lipidiques à travers plusieurs mécanismes différents. Par 

exemple, les DAMP peuvent activer les cellules endotheliales pour libérer les réserves pré-
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fabriquées de chimiokines via l'exocytose, ils peuvent également activer des voies 

transcriptionnelles, telles que celle du NF-κB.  

L'activation de l'inflammasome NLRP3 induite par l'ATP a été associée au recrutement des 

PNN, vraisemblablement par la libération de molécules d’IL-1 (Rider et al., 2011). L'IL-1α a 

été décrite comme étant un DAMP impliqué dans l’initiation d'une inflammation stérile et le 

recrutement des PNN. Comme démontré par Chen et Nunez, l'IL-1α libérée par les cellules 

nécrotiques permet la production de CXCL1, ligand impliqué dans le recrutement de ces 

leucocytes (Chen and Nuñez, 2010). 

(d) Clairance des PNN 

Afin d'exercer son activité anti-infectieuse tout en évitant la survenue de lésions tissulaires 

secondaires, le PNN doit être soumis à une régulation fine et précise par apoptose. En sachant 

que de toutes les cellules du système immunitaire, ce sont les PNN qui possèdent la durée de 

vie la plus courte. Ces courtes durées de vie s’expliquent par le fait que ces granulocytes 

circulants rentrent en apoptose spontanément dès leur libération dans la circulation sanguine 

(ou même déjà avant) sans recevoir de signal extérieur pour être ensuite phagocytés par les 

MФ (Savill et al., 1989). Cette mort constitutive constitue la grande spécificité des PNN par 

rapport aux autres types cellulaires. La survie des PNN peut être contrôlée par différents 

médiateurs tels que le PCNA (“Proliferating cell nuclear antigen“), un facteur nucléaire 

impliqué dans la réplication de l’ADN (Witko-Sarsat et al., 2010). 

La durée de leur survie dans les tissus n’est pas précisément connue car cela dépend surtout 

de l’environnement local dans lequel ils se trouvent et de la balance entre les facteurs pro- et 

anti-apoptotiques présents dans cet environnement. In vitro, les granulocytes peuvent être 

maintenus en vie plusieurs jours en les exposant à diverses cytokines et on peut supposer que 

des temps de survie similaires peuvent être observés quand ils sont exposés à des agents 

identiques dans les tissus (Haslett et al., 1994; Lee and Haslett, 1994; Steinbach et al., 1979; 

Yousefi et al., 1997). 

Les PNN apoptotiques sont incapables de réaliser leurs activités habituelles comme la 

chimiotaxie, la dégranulation, l’adhérence, la phagocytose et l’activation de l’explosition 

oxydative (poussée respiratoire) (Gasmi et al., 1996; Haslett et al., 1994; Stringer et al., 1996). 

Ces cellules fonctionnellement inertes expriment des récepteurs de surface cellulaire qui 

permettent leur reconnaissance et leur phagocytose par les MФ et d’autres cellules 

phagocytaires (Savill et al., 1989), comme illustré en Figure 23. Cette méthode d'élimination 

des PNN apoptotiques des sites inflammatoires empêche la libération de produits cytotoxiques 
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dans l'environnement tissulaire (et les dommages tissulaires conséquents) qui autrement se 

produirait si elles mourraient par nécrose, cette dernière étant pro-inflammatoire. L'apoptose 

efficace des PNN et leur élimination sûre par les cellules phagocytaires sont donc essentielles 

pour la résolution de l'inflammation. Cette dernière fait intervenir également des médiateurs 

comme la résolvine (Serhan et al., 2008).  

Cependant, une apoptose inefficace des PNN est souvent associée à des maladies 

inflammatoires. L’augmentation de la survie des PNN dans les tissus enflammés prolonge la 

libération de cytokines immunorégulatrices, de chimiokines et de produits cytotoxiques 

dérivés des PNN entrainant une inflammation persistante. De plus, les PNN apoptotiques 

expriment des auto-Ag à leur surface (Casciola-Rosen et al., 1994) et des défauts dans la 

clairance des PNN apoptotiques aboutissant à une nécrose secondaire et peuvent donc 

également conduire à la production d'auto-Ac (Wright et al., 2014).  

 

 

 

Figure 23 : Phénotype des PNN en fonction du temps chez la souris (Rosales, 2018) 

 

CD : Cluster de différenciation, CXCR : Récepteur de chimiokine, PMN : Neutrophiles, TLR : Récepteur de 
type Toll. 

Lors de la libération de la moelle osseuse, un neutrophile (“Fresh PMN“) exprime les molécules de 
surface CD62L et CXCR2. Après plusieurs heures (4-6 h) dans la circulation, les neutrophiles changent 
l'expression de nombreuses molécules de surface (“Aged PMN“), comme CXCR4. Ces neutrophiles âgés 
sont ensuite éliminés du sang par migration dans les tissus ou par retour dans la moelle osseuse. 
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(e) Migration inverse  

Dans le cas de la résolution de l’inflammation après une agression, il est nécessaire de prévoir 

une clairance des PNN (Soehnlein and Lindbom, 2010)  qui se produit généralement  par 

apoptose ou nécrose puis phagocytose par les MФ (Buckley et al., 2013). Cependant, 

certaines données suggèrent que les PNN sur les sites enflammés ne subissent pas 

nécessairement de mort cellulaire et qu’il existerait une sous-population de PNN ayant un 

phénotype particulier (CD54high CXCR1low) de migrer à travers la couche endothéliale puis à 

revenir à la circulation (Buckley et al., 2006). 

Hughes et al. ont montré grâce à un modèle de lésion capillaire glomérulaire chez le rat que 

plus de 70% des PNN qui sont entrés dans les capillaires glomérulaires enflammés ont pu 

retourner dans la circulation principale et n'ont pas subi d'apoptose au site de l'inflammation 

(Hughes et al., 1997). 

Ce processus par lequel les PNN quittent le site de lésions tissulaires, loin de l’inflammation,  

porte le nom de migration inverse des PNN, phénomène qui a été visualisé pour la première 

fois in vivo chez des larves de poisson zèbre (Mathias Jonathan R. et al., 2006).  

Hamza et al. ont montré que plus de 90% des PNN humains peuvent inverser leur direction en 

s'éloignant d'un agent chimio-attractif et migrer continuellement à l’opposé  à une distance de 

plus de 1000µm (Hamza et al., 2014). 

Ces données  permettent de suggérer que la migration inverse est un mécanisme possible pour 

résoudre localement l'inflammation et une nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le cas 

de maladies caractérisées par une infiltration excessive de PNN.  

 

De plus, il est à noter que les stimuli qui déclenchent cette migration inversée restent 

largement inconnus mais  plusieurs mécanismes ont été proposés pour l’expliquer, y compris 

une compétition entre les sources de chimioattractants au niveau de la plaie et/ou de la 

vascularisation, une possible libération de signaux chimiorépulsants au niveau de la plaie pour 

favoriser le mouvement inverse des PNN, une régulation négative de l’expression de 

récepteurs aux chimiokines ou au contraire une désensibilisation de ces récepteurs (de 

Oliveira et al., 2016; Starnes and Huttenlocher, 2012).  

Cependant, une mise en garde est à noter car la migration inverse des PNN peut conduire à la 

redistribution des PNN activés à d'autres endroits dans le corps, contribuant à l'inflammation 

ailleurs. Il est également important de noter que de nombreux aspects de la migration inverse 
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des PNN restent controversés, y compris le (s) mécanisme (s) exact (s) et le devenir des 

cellules inversés. 

(f) Hétérogénéité des neutrophiles 

Un système immunitaire idéal montre des réponses spécifiques contre tous les événements 

pathogènes qui mettent en danger l'hôte, ce qui nécessite de la complexité et de la plasticité. 

Dans ce cas, le système immunitaire adaptatif possède des cellules immunitaires qui se 

multiplient par clonage lors de la reconnaissance de l'Ag et se développent en différents sous-

ensembles en fonction des signaux environnementaux. En revanche, différents sous-

ensembles préexistents de cellules immunitaires innées. Par exemple, les MФ réagissent 

différemment aux signaux en fonction de leur origine ou du tissu dans lequel ils résident 

(Okabe and Medzhitov, 2016). Les PNN, en tant que cellules à différenciation terminale et à 

courte durée de vie, ne peuvent pas se multiplier clonalement ou se différencier davantage en 

réponse à des signaux de danger, mais il existe cependant différentes populations de PNN 

résidants dans les tissus. 

Ainsi, on retrouve des PNN mobilisés dans le poumon lors d'infections (Devi et al., 2013), des 

PNN qui résident également dans les tissus lymphoïdes (Beauvillain et al., 2011; Nauseef and 

Borregaard, 2014) et même dans la rate où deux populations sont distinguées : une population 

mobile mature qui analyse le tissu et une population immobile immature, qui prolifère lors de 

l'infection et génère des cellules matures mobiles (Deniset et al., 2017). En outre, le 

microenvironnement dans différents tissus permet aux PNN d’acquérir des fonctions 

spécialisées. De plus, les PNN peuvent quitter le site inflammatoire et réintégrer la 

circulation, ce qui modifie leurs propriétés (Mathias Jonathan R. et al., 2006).  

En condition physiologique, une sous-population est capable d’aider les LB à produire des Ac 

via la sécrétion de BAFF (Puga et al., 2012) alors qu’une autre est caractérisée par 

l’expression d’un TCR (Puellmann et al., 2006). De plus, au laboratoire nous avons montré 

qu’une sous-population de PNN sécrète de l’IFN-α (Lindau et al., 2014). 

Plusieurs sous populations  ont été décrites en association à différentes pathologies. La sous-

population de PNN la mieux décrite est la population des granulocytes de faible densité 

(LDG) qui a d'abord été observée chez des patients atteints de LES (Hacbarth and Kajdacsy-

Balla, 1986). Les LDG ont la morphologie d’un PNN mais se retrouvent avec la fraction de 

cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) pendant la centrifugation par densité, 

comme illustré en Figure 24. Les LDG pourraient être des PNN matures «semblables à des 

cellules en bande» partiellement dégranulées ou immatures qui ont quitté la moelle osseuse en 
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réponse à des niveaux élevés de cytokines. Il est intéressant de noter que les LDG des patients 

atteints de LES forment spontanément des NET in vitro (Villanueva et al., 2011). 

De nombreuses études rapportent des différences dans les marqueurs de surface dans les sous-

populations de PNN. Les exemples incluent le CD62L, qui est éliminé par les PNN âgés et 

lors de l'activation (Casanova-Acebes et al., 2013; Zhang et al., 2015a). Récemment, le CD10 

est apparu comme un marqueur de surface qui fait la distinction entre les LDG matures (CD10 

positifs) et immatures (CD10 négatifs) trouvées chez les individus ayant reçu une injection de 

G-CSF. En outre, les cellules exprimant CD10 suppriment les cellules T contrairement aux 

cellules négatives pour CD10 (Marini et al., 2017). 

Dans le cas de cancer, il a été rapporté que le nombre de PNN en circulation augmente, et le 

phénotype de ces cellules change le long de la progression tumorale. D’ailleurs dans les 

cancers à des stades avancées, plusieurs sous-populations de PNN circulants présentant 

différentes caractéristiques de maturité, de cytotoxicité tumorale et de suppression 

immunitaire ont été décrites (Sagiv et al., 2015), y compris les cellules suppressives dérivées 

des myéloïdes granulocytaires (G-MDSC). Cependant, ces différents types de cellules ne sont 

pas clairement définis et leur existence est aujourd'hui un sujet controversé.  

Dans leur étude, Fridlender et ses collègues ont montré que les PNN dans les tumeurs 

pouvaient être divisés en deux sous-groupes distincts basés sur leurs fonctions pro- et anti-

tumorales, ainsi que leur expression et leur morphologie (Fridlender et al., 2009). Ils les ont 

nommés N1 et N2 en référence aux macrophages «M1» et «M2» (Mills et Ley 2014), et ont 

démontré que la polarisation en sous-population anti-tumorale N1 et pro-tumoral N2 est 

influencé par l’IFN-γ et le TGF-β, respectivement (Andzinski et al., 2016; Jablonska et al., 

2010). 

Les PNN anti-tumoraux associés aux tumeurs (TAN) N1 sont caractérisés par une production 

élevée de cytokines pro-inflammatoires, un noyau hypersegmenté et de grandes capacités de 

destruction des cellules tumorales, tandis que le sous-type N2 est caractérisé par une teneur 

accrue en arginase, une morphologie immature et présente une fonction de promotion des 

tumeurs (Fridlender et al., 2009). L'analyse transcriptomique de ces sous-groupes par rapport 

à la population MDSC et aux PNN naïfs (isolés de souris sans tumeur) a montré qu'il s'agissait 

bien de trois sous-ensembles distincts (Fridlender et al., 2012), mais la possibilité qu’elles 

aient le même progéniteur commun n’est pas exclu. En sachant que bon nombre des 

propriétés attribuées aux TAN, telles que la production élevée d'arginase 1, sont également 

attribuées aux MDSC ; par conséquent, il peut s'agir uniquement de variants du même type de 

cellules activés différentiellement (Gregory and Houghton, 2011). 
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À l'exception des LDG, la capacité des sous-populations de PNN à faire des NET est peu 

étudiée. Tandis que la transmigration des PNN à travers l'endothélium augmente la formation 

de NET, ceci est probablement dû à l'activation plutôt qu'à l'action d'une sous-population 

distincte (Allen et al., 2012). Yipp et al. ont montré dans un modèle murin d’infection 

bactérienne, que les PNN mobilisés libèrent des NET sans pour autant mourir après NETose 

(Yipp et al., 2012), ce qui soulève la question de savoir s'il s'agit d'une sous-population de 

PNN particulière sujette à la NETose. Notamment, dans des conditions inflammatoires, les 

PNN âgés libèrent plus facilement les NET, ce qui est régulé par le microbiote via l'axe 

TLR/MyD88 (Zhang et al., 2015a). En utilisant le marquage à la 5-bromo-2’-deoxyuridine 

pour déterminer l'âge des PNN, une étude a montré que les cellules âgées infiltraient les sites 

inflammatoires plus tôt et étaient plus phagocytaires que les cellules plus jeunes in vivo (Uhl 

et al., 2016). Cependant, leur capacité à faire des NET reste à déterminer. Le vieillissement 

des PNN est corrélé à une faible expression de CD62L, et les PNN CD16high/CD62Llow sont 

associés à un meilleur pronostic chez les patients atteints de carcinomes épidermoïdes 

(Millrud Camilla Rydberg et al., 2017). Une autre sous-population de PNN humains exprime 

l'olfactomédine-4 (OLFM4), une protéine dans les granules spécifiques (Clemmensen Stine 

N. et al., 2011). Ainsi, en fonction de son expression, les PNN forment des NET positifs ou 

négatifs pour l'OLFM4 (Welin et al., 2013). L'expression de l'OLFM4 par les PNN favorise 

l'auto-immunité via la reconnaisance par des auto-Ac anti-OLFM4 et corrèle avec un mauvais 

pronostic lors du choc septique (Alder et al., 2017; Amirbeagi Firoozeh et al., 2014), bien que 

le rôle des NET dans ces conditions ne soit pas encore connu. 

En résumé, les PNN sont plus hétérogènes que prévu. On ne sait pas si cette hétérogénéité 

reflète des états d'activation différents ou de vraies sous-populations. La capacité des sous-

ensembles de PNN à exécuter des comportements typiques des PNN, par exemple, la 

phagocytose, la dégranulation ou la formation de NET, devra être analysée. Comme les NET 

peuvent être à la fois bénéfiques et pathogènes, il serait important d'examiner si certaines 

sous-populations peuvent être ciblées pour inhiber les effets néfastes des NET tout en laissant 

intactes leurs propriétés bénéfiques. 
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Figure 24 : Sous populations de PNN dans le sang périphérique (Scapini and Cassatella, 
2014) 

G-MDSC : “Granulocytic myeloid-derived suppressor cells“, LDG : “ Low density granulocytes“, PBMC : 
Cellules mononcléées du sang périphérique. 

Les neutrophiles matures provenant de donneurs sains, après centrifugation du sang sur des gradients 
de densité, se déposent typiquement sur les globules rouges (désignés arbitrairement par NDN dans A). 
En revanche, les neutrophiles immatures, ainsi que les neutrophiles matures activés in vivo dans des 
conditions inflammatoires, présentent des propriétés de flottabilité cellulaire altérées et donc se 
retrouvent dans la fraction de cellules mononucléaires (arbitrairement indiqué comme LDN dans A).  

Selon la littérature, LDN peuvent inclure (1) les neutrophiles immatures trouvés chez les patients 
atteints de sepsis; (2) des sous-ensembles de neutrophiles immunosuppresseurs, également connus 
sous le nom de G-MDSC, trouvés chez des patients cancéreux et infectés par le VIH ou chez des 
donneurs traités au G-CSF et présentant des phénotypes immatures ou activés; et (3) des sous-
ensembles de neutrophiles pro-inflammatoires trouvés chez des patients atteints de maladies auto-
immunes, appelés LDG (“Low density granulocytes“) et consistant en une population mixte de cellules 
immatures et matures. 

Des sous-ensembles de neutrophiles circulants, présentant des propriétés immunosuppressives, ont été 
identifiés parmi les leucocytes totaux (obtenus après lyse des globules rouges) chez des donneurs sains 
à qui on a administré des endotoxines ou chez des patients avec une blessure grave, un cancer ou une 
infection par le VIH (indiqué arbitrairement comme UN dans B). 
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(g) Modes d’action des PNN 

Les PNN représentent environ 60% de tous les leucocytes dans la circulation, et sont les 

premières cellules recrutées sur les sites d'infection ou d'inflammation (Wright et al., 2014). 

L'activation des PNN est généralement un processus à plusieurs étapes. Cela commence par 

l'activation partielle des cellules lors de leur passage à travers l'endothélium vasculaire au 

cours du processus de recrutement. Après l'entrée dans le tissu inflammatoire, en réponse à 

des stimuli pro-inflammatoires, les PNN deviennent complètement activés. Cet état 

d’activation est caractérisé par la libération de protéines granulaires, l'acquisition de capacités 

phagocytaires et la production de NET (Mayadas et al., 2014), comme illustré en Figure 25. 

Les PNN sont relativement insensibles à un seul stimulus, mais l'exposition à un seul stimulus 

tel que le LPS ou le TNF améliore la capacité de ces cellules à réagir à un second stimulus 

(Doerfler et al., 1989; Nathan, 1989). Cet effet, appelé “priming“ des PNN, permet une 

activation rapide et maximale de la cellule, y compris une phagocytose accrue et une 

génération de ROS (Nathan, 1989; Pitrak, 1997).  

(i) Activation des PNN 

Les PNN reconnaissent les agents pathogènes via des récepteurs membranaires et/ou 

intracellulaires qui se lient à des molécules spécifiques sur ceux-ci. Ainsi, ce contact PNN-

pathogène est facilité par les opsonines dont il existe deux grandes catégories : les Ig et les 

molécules du système du complément (C3b et C1q) (Vidarsson and Winkel, 1998). Les 

récepteurs qui reconnaissent les opsonines induisent des signaux intracellulaires qui 

conduisent à une capacité totale de destruction des agents pathogènes. L'amplitude, la qualité 

et la durée de la réponse déclenchées sont dictées par le répertoire de récepteurs engagés à un 

moment donné, qui à son tour définit le statut d'activation du PNN (Mayadas et al., 2014). 
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Figure 25 : Mécanismes d’action des PNN au site d’inflammation (adapté de (Wright et al., 
2014)) 

 

IL : Interleukine, LTB : Leucotriène B, NET : “Neutrophil Extracellular Traps“, ROS : Espèces réactives de 
l’oxygène, TNF : Facteur de nécrose tumorale. 

 

(1) Le roulement des neutrophiles le long de l'endothélium vasculaire implique des interactions 
transitoires entre les sélectines sur les cellules endothéliales et les neutrophiles. L'expression des 
sélectines sur les cellules endothéliales est régulée positivement par les médiateurs inflammatoires. (2) 
Les facteurs chimiotactiques favorisent l'adhérence des neutrophiles aux cellules endothéliales, médiée 
par l'expression accrue des intégrines β2 et l'excrétion de la L-sélectine, qui se produisent dans les 
minutes suivant l'activation des neutrophiles. (3) La migration des neutrophiles est médiée par la 
liaison aux protéines endothéliales qui ciblent les neutrophiles aux jonctions intercellulaires et facilitent 
leur passage à travers elles. (4) Les neutrophiles transmigrés phagocytent et tuent les microbes. Les 
neutrophiles activés génèrent également des agents chimioattractifs (tels que IL-8 et LTB4) qui 
favorisent un recrutement plus important des neutrophiles et amplifient la réponse inflammatoire 
aiguë. (5) L'activation des neutrophiles par des complexes immuns solubles induit la libération 
d'enzymes de granules, de ROS mais aussi de NET. Une apoptose du neutrophile est nécessaire pour la 
résolution de l'inflammation. (6) Les neutrophiles apoptotiques sont non fonctionnels et expriment des 
molécules de surface pour leur permettre d’être reconnus et éliminés par les macrophages et les autres 
cellules phagocytaires. (7) L'apoptose retardée entraîne une inflammation persistante et des lésions 
tissulaires, en raison de la libération continue de ROS, d'enzymes granulaires et de cytokines.  
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1. Récepteurs opsoniques 

Les opsonines classiques, les IgG et, le C3b et le C1q, les produits d'activation du 

complément ; sont essentiels pour la neutralisation des agents pathogènes par les PNN ; la 

réponse des PNN  vis-à-vis de nombreux types de pathogènes est inefficace en leur absence. 

 Dans le contexte de l'inflammation stérile, comme dans les maladies auto-immunes, 

l'accumulation tissulaire de ces opsonines est un déclencheur majeur des lésions tissulaires 

induites par les PNN. La reconnaissance de pathogènes opsonisés par le complément et/ou les 

IgG conduit à une absorption rapide du microbe et à une forte stimulation des mécanismes de 

destruction des PNN (Mayadas et al., 2014).  

Les PNN au repos expriment deux types de récepteurs du complément, CR3 et CR4, qui 

reconnaissent les cibles opsonisées par le produit d'activation du complément C3bi 

(Schymeinsky et al., 2007). Pendant l’activation des PNN, l’expression du CR1 à leur surface 

augmente (Changelian et al., 1985). 

Ces protéines du complément dérivées du C3 proviennent de l'activation du complément, soit 

par la voie classique médiée par la liaison d'anticorps IgG ou IgM sur la cible, soit par la voie 

alterne activée en particulier par les surfaces des microorganismes ou par les endotoxines des 

bactéries Gram négatif, ou encore par la voie des lectines. Cette activation génère ainsi des 

fractions C3b, C3bi qui ont pour récepteurs CR1, CR3 et CR4. 

Les Ig sont des opsonines thermostables et spécifiques. Ils se fixent de façon spécifique sur 

des Ag à la surface des microorganismes. Les PNN expriment à la fois des récepteurs de 

faible et de haute affinité pour la partie Fc de l'IgG, appelés FcγR (Bruhns, 2012). Les PNN 

humains au repos expriment le FcγRIIA (CD32) et le FcγRIIIB (CD16), qui ont une faible 

affinité pour les IgG monomériques mais une forte affinité pour les CI, tandis que les PNN 

activés surexpriment le FcγRI (CD64), qui a une haute affinité pour les IgG. La fixation des 

particules opsonisées par une Ig sur son récepteur, déclenche une cascade de signalisation 

intracellulaire aboutissant à la phosphorylation des régions cytoplasmiques de ce récepteur par 

des tyrosines kinases puis à l'activation du récepteur ITAM (“Immunoreceptor tyrosine based 

activation motif“) et à la phagocytose (Christoffersson and Phillipson, 2018).  

Les récepteurs FcγRIII ne possèdent pas de région transmembranaire, pourtant l'activation de 

ce récepteur induit la polymérisation de l'actine, événement pré-requis dans les phénomènes 

de phagocytose. D'autre part, l'activation de ce récepteur aboutit à la génération de dérivés 

oxygénés et à la libération des granules des PNN (Boros et al., 1991; Nagaji, 1999). Ce 

mécanisme aurait pour conséquence d'augmenter l'avidité et l'efficacité des récepteurs FcγRII 
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(Burg and Pillinger, 2001). En plus de ces récepteurs activateurs, les PNN expriment le 

FcγRIIB qui lui est inhibiteur (Su et al., 2007). 

En 1998, Caron et Hall ont montré que, contrairement au fragment C3b, la fixation des Ig sur 

leur récepteur générerait la production d'anions superoxydes, mettant ainsi en évidence des 

cascades de signalisation différentes (Caron and Hall, 1998). 

D'autres molécules peuvent également établir des liens entre le PNN et la cible microbienne, 

notamment certains facteurs sériques comme la CRP, le SAP et le fibronectine (Benna et al., 

1997). Ces facteurs sériques font partie des pentraxines, une famille de PRR sécrétés, 

représentant un 3ème type majeur d'opsonine qui engage à la fois les FcγR et les CR. La CRP 

et la protéine sérum amyloïde P (SAP), sont tous deux produits dans le foie lors de 

l’inflammation, et peuvent opsoniser les pathogènes microbiens grâce à la reconnaissance des 

PAMP. L'association de CRP ou SAP avec un microbe induit une activation rapide du 

complément, facilitant la reconnaissance du pathogène par les CR des PNN. De plus, ces deux 

protéines sont reconnues directement par le FcγR pour induire l'activation des PNN (Lu et al., 

2012). 

2. Autres récepteurs 

Les PAMP, par exemple le LPS, l’acide peptidoglycane et lipotéichoïque, l’ARN viral et 

l’ADN bactérien sont reconnus par les PRR des PNN. Beaucoup de ces récepteurs sont 

également engagés par des DAMP qui sont libérés par des cellules nécrotiques, comme 

HMGB1 et l’ADN mitochondrial pendant une inflammation stérile comme dans les brûlures 

ou l'hypoxie (Kolaczkowska and Kubes, 2013). 

Sur les PNN, les PRR phagocytaires sont les récepteurs de la lectine de type C (CLR), le plus 

important étant la dectine-1, qui reconnaît le β-glucane fongique. La dectine-1, avec 

l'intégrine Mac-1, internalise et élimine les pathogènes fongiques (Kennedy Adam D. et al., 

2007; Li et al., 2011a). L'expression de TREM-1 (“Triggering receptor expressed on myeloid 

cells“), un autre récepteur endocytaire qui se lie à divers agents pathogènes (Ford and 

McVicar, 2009), est augmentée par des stimuli bactériens et fongiques et est fortement 

surexprimé sur les PNN péritonéaux des patients atteints de septicémie microbienne.  

Il existe des PRR mais non phagocytaire sur les PNN, parmi eux on distingue les TLR, qui 

reconnaissent les lipides, les peptides, les ADN et les ARN simple et double brin (Trinchieri 

and Sher, 2007). Au niveau de l'ARN, les PNN expriment TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 et 10 (et, 

après traitement par GM-CSF, le TLR9) (Hayashi et al., 2003). L'engagement des TLR 

“prime“ les PNN pour améliorer la réponse à d'autres stimuli, augmentant ainsi leur capacité 
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phagocytaire, stimulant l'augmentation de la libération de cytokines et ralentissant l'apoptose 

des PNN (Parker et al., 2005). D'autres PRR comprennent les capteurs microbiens 

cytosoliques NOD1 et NOD2, qui reconnaissent respectivement les molécules apparentées 

aux peptidoglycanes des bactéries Gram-négatives et Gram-positives (Kanneganti et al., 

2007). Les PNN expriment NOD2 qui, lorsqu'il reconnait le protéoglycane, peut entraîner la 

libération d'IL-8 (Ekman and Cardell, 2010). 

Les PNN expriment un large répertoire de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) qui 

reconnaissent les produits bactériens (par exemple, les peptides formyles, comme illustré en 

Tableau 3) ainsi que les molécules endogènes libérées durant l'inflammation (par exemple, 

les leucotriènes, les chimiokines comme l'IL-8, C5a et l'adénosine) (Barletta et al., 2012; 

Rabiet et al., 2007). Ces RCPG sont principalement impliqués dans le guidage de la migration 

des PNN. Cependant, la signalisation à travers ces récepteurs peut également “primer“ 

l'activation des PNN en réponse à d'autres agents d'activation ou, à une concentration 

suffisamment élevée, pour conduire à une activation cellulaire complète. 
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Tableau 3 : Récepteurs de surface des PNN (Futosi et al., 2013) 

 

BLT : Récepteur des leucotriènes B4, C5aR : Récepteur de l’anaphylatoxine C5a, CLEC : “C-type lectin“, 
CXCR, CCR : Récepteur aux chimiokines, FcR : “Fc-receptor“, FPR : “Formyl Peptide Receptor“, G-CSF : 
“Granulocyte colony stimulating-factor“, GM-CSF : “Granulocyte-Macrophage colony stimulating-
factor“, IFNAR : “Interferon-α/β Receptor“,  IFNGR : Interferon-γ Receptor“, IL : Interleukine, LFA : 
 “Lymphocyte Function-Associated receptor“, LTβR : “Lymphotoxin β“, Mac : “Macrophage antigen“, 
Mcl : “Macrophage C-type lectin“, MDA : “Melanoma Differentiation-Associated protein“, MDL : 
“Myeloid DAP12-associating Lectin“, NLRP : “NOD-Like Receptor family, Pyrin domain containing 3“, 
NOD :“ Nucleotide-binding Oligomerization Domain containing protein “, PAFR : “Platelet Activating 
Factor Receptor“, PSGL :  “P-selectin glycoprotein ligand“, RANK : Récepteur activateur du facteur 
nucléaire kappa B, RIG : Gène rétinoïde inductible, TLR : Récepteur de type Toll, TNFR : Récepteur du 
facteur de nécrose tumoral, TRAIL-R : “ Tumor-Necrosis-Factor Related Apoptosis Inducing Ligand 
Receptor“, VLA : “Very Late Antigen“. 
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(ii) Destruction du pathogène  

1. Phagocytose 

En réponse aux infections, les PNN migrent le long des gradients chimiotactiques vers les 

agents pathogènes dans les tissus, et s'y lient via des récepteurs de reconnaissance de formes, 

tels que les TLR, ou des récepteurs opsoniques reconnaissant les pathogènes revêtus 

d'opsonines, comme les fragments du complément ou les Ig (Wright et al., 2014). 

 La phagocytose est l’un des principaux modes d’action des PNN, où ils enferment le 

pathogène dans une vésicule phagocytaire qui fusionne avec des granules déchargeant leur 

contenu dans la vésicule. En parallèle, la NADPH oxydase (Nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate oxydase) liée à la membrane plasmique est activée, produisant des 

radicaux libres d'oxygène aboutissant à des espèces réactives de l'oxygène et de l’azote  (ROS 

et RNS). Pendant ce temps les pompes à ions sont également activées sur les membranes des 

vésicules phagocytaires, ce qui entraîne l'afflux d'ions tels que des H+ et K+. Les activités 

combinées de la NADPH oxydase, des pompes ioniques et des enzymes granulaires 

fournissent un environnement hautement cytotoxique dans la vésicule (Nunes Paula et al., 

2013). 

L'absorption, ou la phagocytose du microbe opsonisé, entoure le pathogène dans une vacuole 

appelée phagosome (Allen and Aderem, 1996; Nordenfelt and Tapper, 2011). La phagocytose 

faite par le PNN est très rapide, l'absorption de particules opsonisées par les IgG survient en 

moins de 20 secondes (Segal et al., 1980). L'absorption est suivie par la fusion de la vacuole 

phagocytaire avec des granules préformés dans la cellule pour former le phagosome, dans un 

processus appelé maturation phagosomale. Ces granules contiennent des enzymes 

hydrolytiques et des sous-unités de NADPH oxydase qui initient des mécanismes de 

destruction. La phagocytose dans les PNN diffère de celle des autres phagocytes 

professionnels tels que les MФ, dans lesquels l'absorption des particules et la maturation des 

phagosomes sont beaucoup plus lentes (Vieira et al., 2002). De plus, le phagosome des PNN 

est beaucoup moins acide que celui des MФ (Jankowski et al., 2002). Cette différence peut 

refléter les effets de l'explosion oxydative, qui est massive dans les PNN par rapport aux MФ, 

car lors de l’utilisation d’un inhibiteur de cette enzyme le pH devient plus acide chez les PNN. 

La maturation phagosomale efficace chez les PNN dépend également du Ca2+ cytosolique, 

alors que chez les MФ, la fusion entre les lysosomes et le phagosome est indépendante de ce 

sel minéral (Tapper et al., 2002; Zimmerli et al., 1996). La rapidité avec laquelle les PNN 

peuvent reconnaitre, engloutir et tuer des pathogènes est un avantage évident en termes de 

défense de l'hôte.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
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Les travaux de Kaplan ont pu mettre en évidence une différence morphologique dans ce 

phénomène de phagocytose selon le mode d'opsonisation (Kaplan, 1977). En effet, lors d'une 

phagocytose médiée par la fixation par des Ig, des pseudopodes cellulaires englobent la 

particule, puis les extrémités des pseudopodes se rejoignent pour que la fusion membranaire 

enferme la particule dans une vacuole. Ce modèle suppose que la particule est complètement 

recouverte par les opsonines. Ce processus d'adhérence circonférentielle est qualifié de 

"Zipper model" ; schématiquement, il correspond au principe de la fermeture éclair. Par 

contre, si les particules possèdent des ligands sur une partie de leur surface seulement, ou bien 

en cas de particules trop volumineuses, la phagocytose complète n'est pas effectuée. Le PNN 

va déverser ses substances lytiques directement à la surface de la cible, on parle de 

phagocytose frustrée.  

2. Explosion oxydative 

Lorsqu'ils sont stimulés, les PNN produisent de façon extrêmement rapide des espèces 

réactives de l’oxygène et de l’azote (ROS, RNS) qui en raison de leur grande réactivité 

excercent une forte activité bactéricide et fongicide. Ce phénomène est appelé explosion 

oxydative du PNN (Manda-Handzlik and Demkow, 2015). 

Dans le cas de la génération de ROS, il s'accompagne d'une augmentation de la 

consommation d'oxygène (O2), de glucose et de son catabolisme par la voie des hexoses 

monophosphates. Cette voie métabolique de l'O2 est insensible au cyanure, et donc 

indépendante de la chaîne respiratoire. L'O2 consommé par les PNN est converti 

enzymatiquement en anion superoxyde (O2
-) par une réduction monovalente en utilisant la 

NADPH cellulaire provenant de la voie des hexoses monophosphates qui sert de donneur 

d'électrons. Cette réaction est catalysée par un complexe enzymatique appelé NADPH 

oxydase (Benna et al., 1997; Morel et al., 1991). 

L'assemblage d'une NADPH oxydase fonctionnelle nécessite la translocation inductible de ses 

composants cytosoliques, à savoir p47phox, p67phox et p40phox sur la membrane, où 

résident les protéines gp91phox (NOX2), gp22phox (formant le cytochrome b558) et la 

GTPase Rac2 (ou Rac1). Les protéines p47phox, p67phox et p40Phox, sont présents sous 

forme de complexe cytosolique dans le PNN au repos comme Rac-2. La translocation des 

composants cytoplasmiques vers la membrane et leur association avec le cytochrome b558 

rendent le complexe fonctionnel ; le cytochrome transfère alors des électrons à partir de 

groupement NADPH, à 1'O2 pour créer l’O2
- (Kuijpers and Lutter, 2012). 

O2
-, est un métabolite oxydant et est le premier produit issu de l'activité de la NADPH 

oxydase. Il va subir de nouvelles transformations enzymatiques et/ou non enzymatiques 

aboutissant à la production des ROS radicalaires ou non radicalaires. En plus des ROS, l'O2
- 
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est aussi directement ou indirectement à l'origine des oxydants chlorés qui comprennent 

l'acide hypochloreux (HOCl : ingrédient actif de l’eau de Javel) produit par la MPO par la 

réaction du peroxyde d'hydrogène avec le chlorure, et le péroxynitrite (ONOO-) formé à partir 

de l'O2
- et du monoxyde d'azote (NO), radical produit par la NO-synthase du PNN à partir 

d'arginine, d'oxygène et de NADPH (Lambeth, 2004). L'O2
- est rapidement converti en 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) par la superoxyde dismutase.  

HOCl est capable d'oxyder diverses molécules dont les protéines, les lipides, les glucides et le 

matériel génétique. Il est très toxique pour de nombreux micro-organismes, créant un milieu 

microbicide dans les phagosomes et l’environnement des PNN. HOCI peut également réagir 

avec les ions superoxydes, cette réaction aboutit à la formation de chlore moléculaire, un gaz 

aussi bactéricide que l'eau oxygénée, l'O2
- ou le NO (Hazen et al., 1996). 

NO, molécule hautement réactive de courte durée (demi-vie de quelques secondes), est 

produite par l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), présente dans les granules primaires 

et induite lors du “priming“ des PNN (via le TNF, l’IL-1 ou IFN-γ) (Evans et al., 1996) et lors 

d'infections bactériennes (Wheeler et al., 1997). La production de NO complète la production 

de ROS par les PNN ; en effet il a été observé que les souris dépourvues de NAPDH oxydase 

et d’iNOS (gp91phox-/- ; Nos2-/-) développent des infections spontanées provoquées par la 

flore commensale, alors que les souris présantant une seule de ces deux déficiences n'en ont 

pas (Shiloh et al., 1999). 

D'autre part, une quantité excessive de radicaux libres peut avoir un effet néfaste sur les tissus 

de l'hôte et des marqueurs de stress oxydatif et nitrosatif sont détectables dans de nombreuses 

maladies. Il est nécessaire de maintenir l'équilibre entre la formation et l'élimination des 

ROS/RNS, car ces dernières peuvent se réveler toxiques. 

3. Dégranulation 

La dégranulation accompagne la stimulation des PNN. Une stimulation d’intensité moyenne 

induit une dégranulation limitée aux granules spécifiques, alors que la stimulation intense que 

représente la phagocytose implique également les granules azurophiles, qui contiennent la 

plupart des hydrolases et des polypeptides cationiques bactéricides (Xu X. and Håkansson L., 

2002). 

Les PNN stockent des protéinases et des peptides antimicrobiens dans des granules qui 

fusionnent avec le phagosome pendant l'absorption du pathogène. La fusion des granules avec 

la membrane plasmique, provoquant une libération extracellulaire du contenu. 
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La fusion des vésicules sécrétoires avec la membrane plasmique conduit à la présentation des 

récepteurs d'adhésion et chimiotactiques qui favorisent le recrutement des PNN. La 

mobilisation de granules tertiaires et secondaires au cours de la transmigration peut faciliter la 

dégradation du collagène dans la membrane basale et donc l'élimination d'une barrière 

physique pour la migration des PNN (Mayadas et al., 2014). 

La dégranulation fait intervenir deux grands mécanismes : d'une part le déversement du 

contenu granulaire, d'autre part, l'augmentation de l'expression de certaines protéines (comme 

les récepteurs CXCR1 et 2 et les intégrines) au niveau de la membrane cytoplasmique du 

PNN (Hartl et al., 2008). Les granules des PNN contiennent une multitude de composants. 

Certains d'entre eux peuvent être bactériostatiques (c'est-à-dire empêchez la croissance 

microbienne) et d’autres ont des activités antimicrobiennes, principalement des peptides 

cationiques (α-défensines) et des cathélicidines (Teng et al., 2017). Les peptides 

antimicrobiens cationiques fournissent une activité microbicide par interaction avec les 

composants membranaires chargés négativements des pathogènes, entraînant la formation de 

pores, l'induction de perméabilisation membranaire non spécifique, la liaison aux cibles 

intracellulaires pour inhiber la biosynthèse de l'ADN et/ou de l'ARN et la perturbation des 

bio-films bactériens. Le LL-37 est le mieux étudiée (Mayadas et al., 2014).  

Outre leur activité antimicrobienne directe, de nombreux peptides antimicrobiens (en 

particulier LL-37) ont également des fonctions immunomodulatrices claires telles que la 

stimulation de la chimiotaxie des PNN, l'induction de l'expression des récepteurs de 

chimiokines, l'induction de la production de cytokines et la suppression de l'apoptose des 

PNN. LL-37 peut également potentialiser les fonctions d'autres cellules immunitaires, telles 

que les DC (Lande et al., 2007).  

D'autres composants des granules des PNN ne sont pas directement antimicrobiens, et il se 

peut que ceux-ci (tels que les hydrolases acides qui dégradent les hydrates de carbone, les 

protéines et les acides nucléiques) interviennent dans la digestion des organismes tués, plutôt 

que dans leur destruction. De ce fait, le contenu des granules des PNN peut être considéré 

comme la pierre angulaire de l'immunité innée.  
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(iii) Présentation antigénique 

Bien que toujours débattues, plusieurs études ont mis en avant l’expression ou la production 

par les PNN de molécules de surface impliquées dans la présentation antigénique (Fanger et 

al., 1997; Sandilands et al., 2006). Ces observations soutiennent un possible rôle des PNN en 

tant que cellule présentatrice d’antigène. 

L'hypothèse selon laquelle les PNN peuvent acquérir cette fonction repose sur les 

observations selon lesquelles des molécules de CMH-II et de co-stimulation (CD80 ou CD86) 

peuvent être induites à leur surface cellulaire après exposition à des cytokines spécifiques 

telles que l’IFN-γ ou le GM-CSF (Gosselin et al., 1993). En outre, il a été démontré que ces 

leucocytes acquièrent  la capacité de stimuler les LT d'une manière dépendante du CMH-II 

(Radsak et al., 2000).  

De plus, Matsushima et al. ont montré que les PNN issus de moelle osseuse humaine et 

murine exposés au GM-CSF peuvent se différencier en des hybrides PNN-DC, présentant un 

phénotype de DC et une fonction de présentation d'antigène, tout en conservant plusieurs 

caractéristiques des PNN (Matsushima et al., 2013). Ce résultat a été confirmé par d’autres 

études montrant que les PNN immatures (précurseurs) et matures chez la souris et l’homme 

acquièrent ces caractéristiques de DC après exposition aux cytokines (GM-CSF, IFN-γ, IL-4, 

et TNF) (Iking-Konert et al., 2001a; Oehler et al., 1998). Par conséquent, la plasticité des 

PNN et leur capacité à devenir des CPA peuvent ne pas être limitées à un stade particulier de 

différenciation. En plus, cette plasticité à été observé en dehors des conditions de cultures in 

vitro car des PNN isolés de patients recevant un traitement par GM-CSF ou IFN-γ ont montré 

une expression non négligeable du CMH-II (Mudzinski et al., 1995; Reinisch et al., 1996) et il 

en est de même pour les PNN issus de patients atteints de maladies chroniques associées à des 

niveaux élevés de cytokines ; telles que la PR ou la granulomatose de Wegener (Cross et al., 

2003; Iking-Konert et al., 2001b). 

De plus, plusieurs études ont souligné le fait que les LT seraient responsables de cette 

différenciation des PNN en CPA, comme montré par les travaux de Radsak et al. Lors de la 

culture des LT avec des PNN, ces dernièrs acquièrent l’expression de CD80 et CD86. Par 

ailleurs, il faut noter qu’à leur tour les PNN permettent la prolifération et la sécrétion de 

cytokines par les LT (IFN-γ, IL-2, TNF) (Müller et al., 2009; Radsak et al., 2000; Vono et al., 

2017).  
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(iv) Résolution de l’inflammation 

Classiquement comme décrite par Serhan et al. la résolution de l’inflammation nécessite avant 

tout une réduction du nombre de PNN des sites inflammatoires locaux, tout en augmentant le 

recrutement des monocytes qui se différencient en MФ pour phagocyter les PNN apoptotiques 

(Serhan et al., 2008). 

Ainsi, nous en savons beaucoup sur les fonctions pro-inflammatoires des PNN mais qu’en est-

il de leur rôle dans la résolution de l’inflammation ? Ces dernières années plusieurs études on 

mis en avant le rôle de ces leucocytes dans la réparation mais aussi la régénération tissulaire.  

Cette fonction peut se traduire par exemple par la production de cytokine anti-inflammatoire 

telle que l’IL-10 qui a été observée lors des études de De Santo et al. après stimulation des 

PNN par de la protéine sérum amyloîde A (SAA) (Santo et al., 2010), mais aussi dans des 

modèles murins en réponse à différents stimuli tels que le LPS et l’IFN-γ (Romani et al., 

1997), le virus de la rougeole (Hoffman et al., 2003) ou encore lors d’une septicémie (Kasten 

et al., 2010). 

Cependant, a ce jour cette sécrétion reste controversée, car plusieurs études dont celle de 

Davey et al. en 2011 ont montré que suite à une stimulation par LPS ou SAA les PNN ne 

produisent pas d’IL-10 (Davey et al., 2011), suggérant que la possible sécrétion observée 

serait du à une contamination par les monocytes. 

Cette même équipe confirme ce dernier résultat en démontrant que le gène de l’IL-10 est 

inactif, que ce soit sur des PNN stimulés ou pas par LPS (Tamassia et al., 2013).  

Par ailleurs, la situation chez la souris peut être différente car la même année Ocuin et al. 

montrent que le transfert de PNN de souris sauvages dans un modèle murin de septicémie 

réduisait l’expression de TNF et d’IL-6  par les monocytes, contrairement aux transfert de 

PNN de souris IL-10-/- (Ocuin et al., 2011) et en 2009, Zhang et al. ont montré que les PNN 

murins dans un contexte d’infection bactérienne sont sécrètent d’importantes quantités d’IL-

10 (Zhang et al., 2009a).  

Le concept selon lequel les PNN ne sont pas seulement des effecteurs de l'inflammation de 

courte durée mais ont des actions homéostatiques à long terme gagne du terrain. Par exemple, 

les corps apoptotiques des PNN reprogramment les MФ M1 en un phénotype M2 anti-

inflammatoire via l'efférocytose, et la déplétion des PNN dans les modèles murins de colite 

ulcéreuse conduit à une exacerbation de la maladie (Campbell et al., 2014). De plus, dans le 

cas de la PR, Headland et al. montrent que le liquide synovial est riche en microvésicules 

issues des PNN et que chez les souris  avec un défaut de production de ces microvésicules 
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l’érosion du cartilage est plus importante que celle observée chez les souris sauvages. De plus, 

une protection du cartilage est observée lors de l’administration de ces microvésicules à des 

souris dans le modèle d’arthrite K/BxN (Headland et al., 2015). 

 

(h) Exemples de pathologies associées aux PNN 

(i) Athérosclérose  

L'athérosclérose est une maladie chronique qui résulte du dépôt de lipides pro-inflammatoires 

dans le système vasculaire, ce qui entraîne une inflammation mal contrôlée des vaisseaux 

sanguins (Galkina and Ley, 2009). Jusqu'à récemment, on parlait surtout du rôle des cellules 

spumeuses et la contribution potentielle des PNN était largement négligée dans cette maladie, 

car ils n'étaient pas détectés dans les lésions athérosclérotiques. Cependant, des méthodes 

immunohistochimiques plus sensibles avec des marqueurs restreints aux granulocytes ont 

permis de détecter les PNN dans les lésions athérosclérotiques précoces et plus développées 

chez l'homme et dans des modèles murins (Drechsler et al., 2011; Leeuwen et al., 2008). Les 

ROS générées par les PNN qui favorisent l'apoptose des cellules endothéliales, l’oxydation 

des lipoprotéines de basse densité et la peroxydation lipidique peuvent favoriser le 

développement des lésions (Packard et al., 2009). De nombreuses protéines granulaires des 

PNN, y compris l'azurocidine, le LL-37 et les α-défensines, se retrouvent également dans les 

lésions arthériosclérotiques humaines, suggérant que les PNN activés peuvent contribuer 

directement au développement des lésions (Edfeldt et al., 2006; Lee et al., 2002). Les PNN 

peuvent également favoriser la dégradation de la matrice par la PR3 et les MMP, conduisant à 

un affaiblissement de la coiffe fibreuse sur les lésions artériosclérotiques vasculaires 

(Soehnlein, 2012). De plus, la neutropénie induite par un déficit en CXCR2 entraîne une 

réduction de la taille des lésions (Boisvert et al., 2006), alors qu'une neutrophilie déclenchée 

par une perturbation de l'axe CXCR4/CXCL12, entraîne une augmentation des dommages 

athérosclérotiques (Zernecke et al., 2008). En plus du rôle des PNN dans l'initiation et la 

progression des lésions athérosclérotiques, la présence chronique de PNN dans ces lésions 

peut contribuer à la thrombose, l'infarctus du myocarde et l'accident vasculaire cérébral, car la 

formation de NET et les sérines protéases favorisent la croissance du thrombus. Le dépôt de 

plaquettes activées dans la paroi des vaisseaux attire les PNN par l’expression de la P-

sélectine ou la production de chimiokines telles que CCL5. Les souris génétiquement 

déficientes en ces molécules, et celles déficientes en plaquettes, développent moins de lésions 

athérosclérotiques (Collins et al., 2000).  
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Comme illustré en Figure 26, les PNN peuvent participer autrement à la pathogénèse de 

l’athérosclérose est ceci par l’extériorisation des NET. Ces structures en forme de filet sont 

détectées dans des lésions athérosclérotiques chez l'homme et la souris. D'un point de vue 

fonctionnel, il a été montré que les NET induisent l'activation des cellules endothéliales, des 

CPA et des plaquettes, ce qui entraîne une réponse immunitaire pro-inflammatoire. Ceci 

suggére que ces filaments d’ADN ne sont pas seulement présents dans les plaques et le 

thrombus, mais qu'ils peuvent aussi jouer un rôle causal dans le déclenchement de la 

formation de la plaque d’athérome et de la thrombose (Döring et al., 2017). 

Les résultats de l’étude de Knight et al. soulignent l'importance des NET dans le 

développement des lésions athérosclérotiques en montrant que l'inhibition de PAD4 par le 

traitement à la chloramidine prévient la formation de NET, diminuant ainsi la taille des 

lésions d’athérome et retardant la thrombose de l’artère carotide chez un modèle murin 

d'athérosclérose. (Knight et al., 2014). 

De même, l’équipe de Papayannopoulos trouvent que les cristaux de choléstérol déclanchent 

la libération de NET par les PNN. Les NET par la suite “priment“ les MФ pour produire de 

l’IL-1β, ce qui entraîne l'activation d'une réponse Th17, qui amplifie encore le recrutement 

des cellules immunitaires dans les lésions d’athérome. De plus, ils rapportent une diminution 

de la croissance de la plaque d’athérome chez un modèle d’athérosclérose murin où les souris 

sont traitées à la DNAse pour dégrader les NET confirmant ainsi l’implication des NET dans 

cette pathologie (Warnatsch et al., 2015). 
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Figure 26 : Rôle des PNN dans l’athérosclérose (Döring et al., 2017) 

 

IL : Interleukine, MMP : Métalloprotéinases matricielles, MPO : Myélopéroxydase, NET : 

 “ Neutrophil Extracellular Traps“, ROS : Espèces réatives de l’oxygène, TNF : Facteur de nécrose 
tumorale.  

 

(A) Les neutrophiles activent les leucocytes, les plaquettes et les cellules endothéliales en créant un 
milieu pro-inflammatoire entraînant vraisemblablement un dysfonctionnement endothélial, 
déclencheur initial du développement de la lésion. (B/C) Les NETs peuvent initier une réponse 
interleukine-1β / Th17 (T helper 17) et IFN de type I, ce qui conduit à une activation supplémentaire des 
leucocytes lésionnels, libérant plus de médiateurs pro-inflammatoires. (D/E) En outre, on peut supposer 
que les réponses pro-inflammatoires entraînées par le NET provoqueront un environnement 
inflammatoire qui favorise la déstabilisation et la rupture de la plaque d’athérome. Au cours de 
l'athérothrombose, les NET peuvent déclencher l'activation de la cascade de la coagulation et 
augmenter la stabilité du thrombus, orchestrant ainsi l'occlusion artérielle. 
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(ii) Polyarthrite rhumatoïde 

La PR est une maladie dans laquelle la synoviale est chroniquement enflammée. Dans le tissu 

synovial on retrouve des lymphocytes et des MФ activés, et le liquide synovial contient des 

PNN en abondance. La présence de PNN et de MФ dans l'articulation enflammée soulève la 

possibilité que les ROS soient responsables en partie des dommages subis dans la PR. 

La preuve directe que cela est le cas a été obtenue en recherchant les traces de dommages 

oxydatifs dans les tissus et les fluides des articulations touchées (Babior, 2000). 

 La présence de groupement carbonyle sur les protéines reflète qu’elles ont subit des 

dommages oxydatifs et les protéines dans le liquide articulaire des patients atteints de PR ont 

une teneur accrue en groupes carbonyles, indiquant que l'articulation a subi des dommages par 

des ROS (Chapman et al., 1989). La nitritation des tyrosines est un autre marqueur des 

dommages oxydatifs, indiquant que le NO et l’O2
- ont été libérés à proximité des protéines 

nitritées. Ces tyrosines modifiées ont été retrouvées dans le LS de patients PR, mais pas chez 

des DS ou des patients souffrant d'OA (Kaur and Halliwell, 1994). Enfin pour compléter ces 

faits, il a été démontré que dans deux modèles murins d'arthrite auto-immune, la superoxyde 

dismutase améliore la maladie (Kakimoto et al., 1993; Parizada et al., 1991). Alors que le 

transfert de sérum KBxN à des souris déficiente en PNN soit génétiquement (souris Gfi-/-) 

(Monach et al., 2010), ou par blocage du Ly6G (Anti-LyG6) (Wang et al., 2012) n’induit par 

d’arthrite. 

Les PNN des fluides synoviaux des patients atteints de PR montrent également une 

augmentation de la production d'O2
-, probablement à cause de leur exposition aux cytokines 

présentes dans les LS (Dewar and Harth, 1994; Oishi et al., 1990; Robinson et al., 1993). Le 

fer, catalyseur de la production de radicaux hydroxyles à partir d’H2O2, est présent en plus 

grande quantité dans les LS et les tissus des patients atteints de PR (Babior, 2000). Tout cela 

démontre que les ROS produits par les PNN sont des médiateurs importants dans la 

pathogenèse de la PR (Figure 27). 

Pendant de nombreuses années, on pensait que la contribution majeure des PNN à la 

pathologie des maladies inflammatoires comme la PR était leur libération de produits 

cytotoxiques. Cependant, les PNN sont maintenant reconnus pour avoir un rôle actif dans 

l'orchestration de la progression de l'inflammation, en régulant les fonctions des autres 

cellules immunitaires (Mantovani et al., 2011). Cette régulation est médiée par quatre 

méthodes principales : la sécrétion d'une large gamme de cytokines et de chimiokines qui 

peuvent réguler la fonction de presque toutes les autres cellules immunitaires ; la présentation 

antigénique ; les interactions cellule-cellule qui permettent, par exemple l'activation de 
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cellules NK ; et la libération de protéases qui peuvent activer ou désactiver les cytokines et les 

chimiokines. Nous verrons dans le Chapitre C : NETose que les NET jouent aussi un rôle 

important. 

Des différences frappantes dans l'expression des gènes et des protéines existent entre les PNN 

du sang périphérique des patients atteints de PR et leurs homologues sains, y compris des taux 

plus élevés de TNF (Wright et al., 2011) et de myéloblastine dans la PR. Les PNN activés 

sont présents en grand nombre à la fois dans le LS de PR et dans le pannus (Wittkowski et al., 

2007). Les PNN du LS de PR sécrètent un répertoire de cytokines et de chimiokines, y 

compris RANKL (Poubelle et al., 2007), BLyS et IL-17 (Moran et al., 2011) , impliqués dans 

l'activation des ostéoclastes, des LB et des MФ respectivement. De plus, les PNN du LS de 

PR peuvent exprimer les molécules du CMH de classe II, comme illustré en Figure 27, et 

présenter l'Ag aux LT, une fonction immunitaire qu'ils partagent avec les MФ et les DC. Les 

conditions dans l'articulation synoviale, telles que l'hypoxie (Cross et al., 2006) et la présence 

de cytokines anti-apoptotiques (comme le TNF, le GM-CSF et l'IL-8) (Lally et al., 2005; 

Parsonage et al., 2008) augmentent la survie des PNN jusqu'à plusieurs jours (Raza et al., 

2006; Weinmann et al., 2007). En particulier, les PNN se trans-différencient en DC dans la 

PR (Iking-Konert et al., 2005), démontrant une plasticité.  

Les PNN sont activés dans l'articulation PR par des CI (contenant le FR) (Rollet-Labelle et 

al., 2013), à la fois dans le LS et sur la surface du cartilage articulaire. Ces complexes 

engagent le FcγR et déclenchent ainsi leur activation (Nurcombe et al., 1991; Quayle et al., 

1997; Robinson et al., 1994). Une fois activés, les PNN provoquent des dommages au tissu 

hôte par dégranulation et libération de ROS, soit dans le LS, soit directement à la surface de 

l'articulation. Le dépôt de CI sur la surface articulaire entraîne une phagocytose frustrée et 

fournit un microenvironnement dans lequel les PNN libèrent des concentrations élevées 

d'oxydants et d'agents cytotoxiques directement sur la surface du cartilage articulaire (Hallett 

and Lloyds, 1995). 

Les protéines des granules des PNN sont présentes en concentrations élevées dans le LS de 

patients PR et peuvent être responsables de lésions du cartilage et des tissus, de l'inhibition de 

la prolifération et de l'invasion des chondrocytes (Baici et al., 1982; Khandpur et al., 2013; 

Pham, 2006; Wang et al., 2011a). Les concentrations de calgranuline dans le LS sont 

corrélées positivements avec le nombre de PNN (Baillet et al., 2010) et des concentrations 

élevées de ces facteurs induisent la libération de protéases par les différents granules des PNN 

(granules spécifiques, granules gélatinase, ainsi que des vésicules sécrétoires) (Simard et al., 

2010). Ces proéases peuvent, par exemple, dégrader les cytokines ou activer leurs 

précurseurs. De manière intéressante, de nombreuses cytokines et chimiokines connues pour 
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être des chimioattractifs ou des activateurs des PNN sont également des cibles pour les 

protéases dérivées de ces cellules, suggérant l'existence d'une rétroaction régulatrice (Eyles et 

al., 2006). Les médiateurs immunitaires produits par les PNN dans un scénario inflammatoire 

peuvent ainsi activer les PNN ou d'autres cellules immunitaires (Hoshino et al., 2008), 

déclenchant principalement des rétroactions régulatrices positives, pour lesquelles le résultat 

est une inflammation aiguë et persistante. 

Une autre observation intéressante est que les PNN qui sont recrutés au niveau des 

articulations enflammées et qui sont en contact avec les cellules endothéliales induisent la 

production de TNF, qui conjointement avec l'IL-10, induit la production de CCL18 (Auer et 

al., 2007), une chimmiokine qui attire les LT.  

Une constatation particulière relative au rôle prédominant des PNN dans le déclenchement de 

la PR provient des modèles murins de la maladie qui ont montré que les protéines citrullinées 

existent dans les articulations enflammées et que les PNN infiltrés expriment l'enzyme PAD4, 

responsable de la citrullination d'arginine (Vossenaar et al., 2003). Les auto-Ac contre les 

peptides citrullinés sont présents dans la phase précoce de la PR, suggérant que les PNN, en 

tant que source d'enzymes PAD, peuvent contribuer à la génération d’auto-Ag puis d'auto-Ac 

qui sont essentiels pour l'apparition de la PR (Anzilotti et al., 2010; Eyles et al., 2006) ou via 

l’extériorisation des NET qui possèdent à leur surface des protéines citrullinées et donc 

seraient les auto-Ag responsables de cette production (détaillé en Chapitre C). De plus, il a été 

montré que les NET sont présents dans le sang périphérique, le tissu et le liquide synovial de 

patients PR. Les niveaux de NET dans le sérum sont plus élevés chez les patients en 

comparaison aux DS et il existe une corrélation positive entre la capacité des PNN à faire des 

NET in vitro et les taux sériques d’auto-Ac (ACPA) (Khandpur et al., 2013; Wang et al., 

2018). 
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Figure 27 : Rôle des PNN dans l’articulation enflammée (Cascão et al., 2010) 

 

BLyS : Facteur d’activation des cellules B, G-CSF : “Granulocyte colony-stimulating factor“, GM-CSF : 
“Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“, IFN : Interféron, IL : Interleukine, MHC : 
Complexe majeur d’histocompatibilité, MPO : Myéloperoxydase, NOS : Espèces réactives de l’azote, O2 : 
Oxygène, O2

. : Ion superoxyde, RANK : Récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B,  ROS : 
Espèces réactives de l’oxygène, TNF : Facteur de nécrose tumorale.  

 

Les neutrophiles sont le premier type cellulaire à arriver sur les sites d'inflammation. Dans ce cas, ils 
libérent des granules riches en protéases et de grandes quantités de ROS qui sont corrélées avec la 
présence de complexes immuns. Les neutrophiles sécrètent des médiateurs immunitaires qui peuvent 
les activer et activer d'autres cellules immunitaires, déclenchant des rétroactions positives qui 
entraînent une inflammation aiguë et persistante. Les neutrophiles produisent des quantités faibles de 
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires comparativement aux autres types cellulaires mais leur 
plus grand nombre sur les sites inflammatoires en fait d’eux une source importante. Ils vivent plus 
longtemps dans les sites inflammatoires, augmentant la libération d'enzymes destructrices puissantes 
grâce à la présence de facteurs anti-apoptotiques dans le liquide synovial, comme l'IL-2, l'IL-4, l'IL-15, le 
GM-CSF et le G-CSF. La présence des PNN à l'interface pannus-os pourrait activer la fusion des 
monocytes en ostéoclastes pleinement fonctionnels qui provoqueraient alors la résorption osseuse.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Granulocyte-macrophage_colony-stimulating_factor
https://en.wikipedia.org/wiki/Granulocyte-macrophage_colony-stimulating_factor


 

136 

 

C. NETose 

1. Introduction  

La capacité des PNN à mourir par "autotoxicité" dépendante des ROS en réponse au PMA 

(Phorbol myristate acétate), un cocarcinogène dérivé de l'huile de l'arbuste Croton (Hecker et 

al., 1966), a été initialement décrite par Min-Fu Tsan en 1980 (Tsan, 1980). Il a été plus tard 

rapporté en 1996 par Takei et al. que cette forme de mort du PNN diffèrait de l'apoptose et de 

la nécrose. Ils décrivaient ce nouveau processus lors de l’étude de la relation entre l’activation 

et la mort des PNN par PMA où ils remarquaient des distinctions morphologiques telles que la 

transformation du noyau multilobé des PNN, la décondensation de la chromatine et la rupture 

de l'enveloppe nucléaire, qui sont suivies par la rupture de la membrane plasmique et la 

dispersion du contenu cytoplasmique dans l'espace extracellulaire (Takei et al., 1996). Il a 

fallu attendre huit ans pour reconnaitre et donner un nom à cette nouvelle forme de mort 

cellulaire. Brinkmann et al. détaillaient ce processus et le nommaient NETose en référence à 

l’apoptose et à d’autres types de mort cellulaire, et NET pour “ Neutrophil Extracellular 

Traps“ les structures qui en ressortent. Cette équipe Berlinoise montre que le matériel libéré 

des PNN mourants contient de la chromatine avec des protéines antimicrobiennes granulaires 

dépourvus de membrane, formant des fibres extracellulaires avec capacité de liaison 

bactérienne. Deuxièmement, ils ont noté que ces fibres ont la capacité de dégrader les facteurs 

de virulence et de tuer les bactéries, ce qui suggère un nouveau mécanisme de défense, qui a 

pu être reproduit par de l’IL-8 et du LPS. L'existence de NET in vivo a été confirmée dans la 

dysenterie expérimentale et l’appendicite humaine spontanée (Brinkmann et al., 2004). Ces 

études ont donc démontré que les NET ne sont peut-être pas simplement un artefact de la 

toxicité du PMA, mais plutôt un processus physiologique potentiel pertinent. 

Ainsi, durant la NETose, des pièges extracellulaires sont extériorisés par les PNN activés. Ces 

NET sont des structures d'ADN de 15 nm à 17 nm de diamètre libérées en raison de la 

décondensation et de la diffusion de la chromatine (Brinkmann et al., 2004; Wang et al., 

2009), occupant ainsi 3 à 5 fois le volume de la chromatine condensée. Plusieurs protéines 

sont associées aux NET, y compris des histones et plus de 30 composants des granules 

primaires et secondaires formant des domaines de 25nm de diamètre (Pires et al., 2016), dont 

des composants à activité bactéricide tels que la neutrophile élastase (NE), la 

myéloperoxydase (MPO), la cathepsine G (CG), le lactoferrine, la pentraxine 3, la gélatinase, 

la protéinase 3 (PR3), le LL37, les protéines se liant au peptidoglycane et d'autres ayant la 

capacité de détruire les facteurs de virulence (Cho et al., 2005; Urban et al., 2009).
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Il convient de mentionner que la chromatine et les histones possèdent une activité 

antimicrobienne intrinsèque. L'ADN agit comme agent chélateur des cations en raison de son 

squelette phosphodiester, ce qui le rend capable de perturber les membranes externes et 

internes de Pseudomonas aeruginosa (Halverson et al., 2015; Mulcahy et al., 2008). L'effet 

antimicrobien des histones a été observé dans les années 1950 par James Hisch et H2A a été 

proposé comme l'un des agents antimicrobiens les plus efficaces, en particulier contre 

Escherichia coli, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Salmonella enteritidis, Salmonella 

typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus albus et 

Staphylococcus aureus. De plus, l’histone H4 recombinante possède une activité 

antimicrobienne contre S. aureus et Propionibacterium (Lee et al., 2009a). L'effet 

antimicrobien des histones a été observé non seulement contre les bactéries mais aussi contre 

les parasites, ce qui a été confirmé par Wang et al. montrant que les histones H2A et H2B 

réduisent la réplication de Leishmania spp. promastigotes jusqu'à 50% (Wang et al., 2011b). 

De plus, comme les NET ne sont pas entourés de membranes, cela permet à leurs composants 

de s'agréger pour former des fils plus gros avec des diamètres jusqu'à 50 nm (Brinkmann et 

al., 2004). La structure des NET leur donne le potentiel d'agir comme des barrières physiques 

et antimicrobiennes qui d'abord confinent puis tuent les agents pathogènes sur le site de 

l'inflammation (Abi Abdallah et al., 2012; Buchanan et al., 2006). Les NET sont trouvés dans 

une variété de conditions, telles que les infections bactériennes (Brinkmann et al., 2004; 

Buchanan et al., 2006), fongiques (Urban et al., 2006), et parasitaires (Abi Abdallah et al., 

2012). Cependant, d'autres études montrent que la formation de NET peut également se 

produire dans des conditions non infectieuses, telles que les maladies auto-immunes (Hakkim 

et al., 2010; Pinegin et al., 2015). Cela a mené à la description de plusieurs mécanismes de 

NETose. 
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2. NETose suicidaire  

La NETose suicidaire, d'une durée de 2-4 h, est le modèle le mieux décrit (Pilsczek et al., 

2010), même si ses processus moléculaires ne sont pas entièrement compris (Al-Khafaji et al., 

2016). Cela commence par l'activation des PNN par la reconnaissance des stimuli, les 

amenant à conditionner et activer le complexe NADPH oxydase (NOX) par la protéine kinase 

C (PKC)/Raf/MERK/ERK, ainsi qu'une augmentation du Ca2+ cytosolique ; ces cations 

agissent comme cofacteurs de la PAD4, enzyme nucléaire favorisant la déamination des 

histones, modifiant ainsi les arginines pour permettre la décondensation de la chromatine en 

favorisant la perte des charges positives nécessaires à l'interaction des histones à l'ADN 

(Lewis et al., 2015; Li et al., 2010). Les ROS se comportent comme des seconds messagers 

dans la NETose suicidaire en favorisant la séparation et la perte graduelle de la membrane 

nucléaire, qui se désintègre en petites vésicules individuelles, et aussi la migration de NE dans 

le noyau pour cliver les histones afin de faciliter la décondensation de la chromatine 

(Papayannopoulos et al., 2010), cette décondensation qui est favorisée par une autre enzyme 

des granules azurophiles : la MPO. Par la suite, comme illustré en Figure 28, la chromatine se 

disperse dans tout le cytoplasme, où elle se mélange avec les protéines cytoplasmiques et 

granulaires. Enfin, la chromatine est libérée à l'extérieur de la cellule par les pores de la 

membrane et la lyse cellulaire. Ainsi, la NETose suicidaire dépend de ROS pour la 

citrullination des histones par PAD4, qui permet la décondensation de la chromatine (Li et al., 

2010; Neeli et al., 2008), libérant finalement l'ADN sous forme de pièges extracellulaires 

(Brinkmann and Zychlinsky, 2007; Neeli et al., 2009). L'extériorisation de la chromatine pour 

former des pièges extracellulaires (ET, ou ETose) a d'abord été décrite dans les PNN 

(Brinkmann et al., 2004) mais peut également être observée dans les mastocytes (Möllerherm 

et al., 2016), les MФ, ainsi que dans d'autres cellules myéloïdes comme les éosinophiles et les 

basophiles (Guimarães-Costa et al., 2012; Schorn et al., 2012). La défense basée sur 

l'externalisation de l'ADN est apparue il y a plus d’un milliard d'années. Les cellules 

sentinelles de l'amibe sociale Dictyostelium discoideum libèrent de l'ADN mitochondrial et de 

manière altruiste afin de séquestrer les bactéries envahissant les colonies (Zhang and Soldati, 

2016).  

L'hypercitrullation leucotoxique et la mitophagie déficiente peuvent déclencher l'expulsion de 

l'ADN (Konig and Andrade, 2016). Ces processus peuvent être distingués de la formation de 

NET canonique (Brinkmann et al., 2004), comme détaillé en partie 4 : Autres mécanismes 

apparentés mais à ne pas confondre avec la NETose. Cependant, comme ils provoquent 

l'externalisation de l'ADN, ils peuvent être considérés comme des formes non canoniques de 
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NETose. Bien que la génération de ROS soit impliquée dans plusieurs voies de formation de 

NET, elle n'est pas strictement requise pour d'autres (Arai et al., 2014). 

 

Figure 28 : NETose induisant la mort du PNN (adapté de (Sørensen and Borregaard, 2016)) 

hCAP : Cathélicidine, MPO : Myéloperoxidase, NET : “Neutrophil Extracellualr Traps“.  

Dans les neutrophiles activés, la PAD4 citrulline certaines arginines des histones qui affaiblie la liaison 
électrostatique étroite entre les histones et l'ADN dans les nucléosomes. Par la suite les deux 
membranes nucléaires et granulaires se dissolvent, ce qui permet la recontre entre l'ADN décondensé 
avec les histones citrullinées et les protéines granulaires qui sont ainsi expulsés des neutrophiles en tant 
que NET qui peuvent piéger et éventuellement tuer des microbes.  
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3. Libération des NET sans mort du neutrophile  

Les premiers rapports sur l'existence des NET ont rapporté que le processus était létal  

(Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007; Steinberg and Grinstein, 2007) et finalement un 

terme NETose a été inventé. Cependant, Yipp et al. ont montré par microscopie intravitale de 

la peau enflammée par S. aureus que les PNN anucléés qui ont libéré les NET restent vivants 

et sont capables de se déplacer et phagocyter (Yipp et al., 2012). Ce résultat confirme les 

rapports de Pilsczeck et al. montrant que lors d'une infection par cette bactérie, les PNN 

formaient des NET dans les 5 à 60 min sans mourir et indépendamment de la production de 

ROS. Ces NET ont également été observés in vivo par microscopie dans les 10 min suivant 

l'injection sous-cutanée par S. aureus (Pilsczek et al., 2010). Évidemment, au cours de ce 

processus, la membrane plasmique des PNN est restée intacte et la chromatine a été libérée du 

noyau par des vésicules intracellulaires qui ont fusionné avec la membrane plasmique pour 

libérer les NET dans l'espace extracellulaire, comme illustré en Figure 29. La libération de 

NET sans mort du PNN a également été observée dans les 30 minutes suivant la stimulation 

par des champignons ou du LPS (Byrd et al., 2013; Pilsczek et al., 2010). Cette formation 

rapide de NET est médiée par le système du complément, le TLR2 ou la fibronectine. Les 

PNN libérant de tels NET deviennent rapidement mobiles in vivo, conservant la possibilité 

d'effectuer plusieurs tâches au cours de la phase d'infection précoce (Byrd et al., 2013; Yipp et 

al., 2012). 

De plus, les NET induits rapidement par S. aureus sont composés d'histones, confirmant que 

les NET proviennent des noyaux, sans impliquer l'ADN mitochondrial (Pilsczek et al., 2010). 

En revanche, certains stimuli de type LPS et le facteur C5a du complément induisent la 

libération de NET à partir d’ADN mitochondrial après “priming“ par GM-CSF d'une manière 

dépendante de ROS (Yousefi et al., 2009). Il est intéressant de noter que S. aureus induit 

rapidement la libération des NET avant même que les ROS ne soient générées, tandis que les 

NET produits par Aspergillus sont indépendants des ROS (Byrd et al., 2013; Pilsczek et al., 

2010). De nombreuses preuves démontrent que la formation de NET avec la mort cellulaire 

implique la génération d'oxydants, alors que la formation rapide de NET sans mort cellulaire 

peut ou non impliquer la génération d'oxydants. Par exemple, la stimulaion par PMA induit 

une formation de NET dépendante de ROS et avec mort cellulaire, tandis que la stimulation 

par l'ionomycine induit une libération de chromatine (comparable aux NET) rapide 

indépendante des ROS et sans mort cellulaire (Parker Heather et al., 2012).  
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Figure 29 : Etapes clés de la NETose vitale (Delgado-Rizo et al., 2017) 

 

CD : Cluster de différenciation, CR : “Complement receptor“, GPIb : “ Platelet surface glycoprotein Ib“, 
LPS : Lipopolysaccharide, TLR : Récepteur de type Toll.  

 

La NETose peut ne pas induire la mort du PNN. (1) Cela commence par la reconnaissance des stimuli 
par les récepteurs adequats par exemple, le LPS par TLR-4. (2) La perte de la forme lobulaire et 
multinucléée du noyau. (3, 4) La séparation des membranes nucléaires externes et internes et le 
bourgeonnement des vésicules. (5) Les vésicules dans le cytoplasme contenant des filaments d'ADN 
sous la forme de chaînes de perles s'approchent des granules cytoplasmiques vers la membrane 
plasmique intacte. (6) La libération de l'ADN sous forme de pièges extracellulaires se fait à travers une 
petite zone à la surface cellulaire ; certains granules cytoplasmiques fusionnent également à la 
membrane plasmique et pour être libérés dans l'espace extracellulaire pour s'associer à l'ADN.  
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4. Autres mécanismes apparentés mais à ne pas 

confondre avec la NETose 

a) Mitophagie défectueuse  

Étant donné que la dysfonction mitochondriale peut avoir des effets délétères sur les cellules, 

les mécanismes de contrôle de la qualité des organites ont évolué pour éliminer les 

mitochondries endommagées (Ashrafi and Schwarz, 2013). Cependant, alors que la plupart 

des cellules utilisent un processus autophagique appelé mitophagie pour enlever les 

mitochondries endommagées, des preuves récentes ont démontré que la mitophagie est 

défectueuse dans les PNN (Caielli et al., 2016). Pour compenser ce problème, les PNN 

utilisent deux voies complémentaires pour réaliser la clairance mitochondriale. (1) Le contenu 

mitochondrial, y compris l'ADN mitochondrial (mt) complexé avec le facteur de transcription 

A des mitochondries (TFAM), est expulsé du PNN. Cela se produit probablement directement 

par la fusion des mitochondries avec la membrane plasmique. La libération du complexe 

ADNmt-protéine dans l'espace extracellulaire est donc un processus normal dans la biologie 

des PNN. (2) Si l'ADNmt subit une oxydation, il se dissocie de TFAM et est redirigé vers les 

lysosomes pour la dégradation (Caielli et al., 2016). 

Il est intéressant de noter que des premières études ont démontré que l'expulsion de l'ADNmt 

des PNN peut être induite par le LPS ou le fragment C5a du complément après “priming“ 

avec GM-CSF. Ceci peut indiquer une clairance physiologiquement accrue des mitochondries 

en réponse à des stimuli inflammatoires. En raison de similitudes morphologiques avec la 

NETose (ADN extracellulaire), ces structures ont été appelées des NET mitochondriaux 

(Yousefi et al., 2009). De plus, récemment l'implication de l’autophagie dans la libération de 

NET a été étudiée dans des souris transgéniques avec une délétion conditionnelle d’atg5 (son 

produit est critique pour la formation d'autophagosomes) dans les PNN ou les éosinophiles 

(Germic et al., 2017). L'étude a exclu un rôle de l'autophagie dans la formation de NET. 

Ainsi, l'analogie avec les NET est donc inadaptée et crée la confusion sur la biologie de la 

NETose. De plus, il n'y a aucune raison de postuler que la citrullination peut avoir un rôle 

dans la libération du complexe ADNmt-protéine des PNN, renforçant le fait que PAD4 n'est 

pas central à tout processus qui libère de l’ADN.  
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b) Nécroptose 

La nécropotose qui est une forme de mort cellulaire programmée, dite nécrose régulée, est une 

rupture de la membrane plasmique et un relargage du contenu cytoplasmique dans le milieu 

extracellulaire, comme illustré dans le Tableau 4. Cette définition a permis de supposer que la 

NETose pourrait représenter une nécroptose (Desai et al., 2016a), mais Amini et al. ont 

rapporté que la formation de NET était indépendante de la voie RIPK3-MLKL, voie 

nécessaire pour une véritable nécroptose (Amini et al., 2016), et ceci en utilisant une 

stimulation par E. coli, LPS avec GM-CSF ou facteur C5a du complément. À première vue, 

ces observations semblent contredire l'implication de la nécroptose dans la libération de NET 

induite par les cristaux d’urate de monosodium et de PMA (Desai et al., 2016a). Cependant, 

de toute évidence, la nature de la formation de NET peut différer en termes de 

synchronisation, de type de stimuli ou de contexte pathologique. Le terme «NETose» est 

inapproprié non seulement pour décrire un processus vital, mais aussi lorsque la libération de 

NET est un processus passif secondaire à la rupture de la membrane plasmique de PNN 

subissant une nécroptose ou même d'autres formes de mort cellulaire régulée.  

 

 

 

 

 

http://dictionnaire.acadpharm.org/w/N%C3%A9crose


Introduction                                                                                                                   NETose 

144 

 

 

Tableau 4 : Différence entre la NETose, l’apoptose, l’autophagie et la nécroptose (adapté de (Desai et al., 2016b; Valesini et al., 2015)) 

ANCA : Anticorps anti-neutrophiles cytoplasmiques, APC : Cellules présentatrices d’antigène, Bcl-2 : “B-cell lymphoma 2“, DNA : Acide désoxyribonucléique, DPI : 
Diphenyleneiodonium, H2O2 : Peroxyde d'hydrogène, LPS : Lipopolysaccharide, MLML : “Mixed lineage kinase domain-like“,NET : “Neutrophil Extracellular 
Traps“, PI3K : “Phosphoinositide 3-kinase“, PMA : Phorbol méristate acétate, RIPK : “Receptor interacting protein kinase “, TNF : Facteur de nécrose tumorale, 
LL-37 : Cathélicidine, VIH : Virus de l'immunodéficience humaine.  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d2926?lang=en&region=US
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c) Hypercitrullination leucotoxique 

L'hypercitrullation leucotoxique (LTH) est déclenchée par des stimuli qui génèrent des influx 

importants de Ca2+ cytosolique, telles que les ionophores. L'hyperactivation de la PAD et 

l'hypercitrullination des protéines sont caractéristiques de ce processus, mais pas la production 

de ROS par la NADPH oxydase.  

 

Konig et Andrade stipulent que les PNN peuvent souffrir de deux formes de mort cellulaire 

biochimiquement distinctes qui peuvent facilement être confondues morphologiquement. 

L'une est dirigée par des signaux qui induisent la production de ROS par la NADPH oxydase 

(NETose), l'autre represente une strategie développée par les pathogènes qui par leurs toxines 

bactériennes génèrent des pores transmembranaires, un afflux anormal de calcium qui active 

les voies dépendantes du calcium (comme les PAD) aboutissant à l’hypercitrullination des 

PNN et la libération extracellulaire de chromatine lors de la désintégration de la cellule cible 

(LTH) (Konig and Andrade, 2016). 

5. Inducteurs de la NETose 

Le PMA (un agoniste de la PKC) et les ionophores de Ca2+ ont eu un rôle historique dans la 

compréhension fonctionnelle du système immunitaire. Depuis le début des années 1970, ces 

molécules ont été utilisées en tant que stimulus de substitution qui imitent les signaux induits 

par les microbes et les produits immunitaires, simplifiant l'étude des mécanismes et des voies 

d'activation immunitaire (Luckasen et al., 1974; Zucker et al., 1974). Sur les PNN, le PMA 

active la production de ROS via la NADPH oxydase et induit la dégranulation (Bentwood and 

Henson, 1980; Repine et al., 1974), mais n'a aucun effet sur le Ca2+ intracellulaire pendant 

leur activation (Gennaro et al., 1984; Mahomed and Anderson, 2000). 

En revanche, les ionophores de calcium induisent également la dégranulation des PNN 

(Wright et al., 1977), mais leur effet sur l’activité de la NADPH oxydase est extrêmement 

faible par rapport au PMA (McPhail et al., 1981). En raison de leur fonctionnalité divergente, 

PMA et ionophore sont généralement utilisés en combinaison pour atteindre une réponse 

cellulaire maximale qui nécessite un taux élevé de Ca2+ intracellulaire et une activation de 

PKC (Clevers et al., 1985; Josimovits et al., 1985). 

Bien qu'un grand nombre de stimuli avec un potentiel biologique pertinent ont été proposées 

pour induire la NETose, les mécanismes sous-jacents pour la majorité de ces stimuli n'ont pas 

été élucidés. Au lieu de cela, les études se sont concentrées sur la compréhension des voies 

utilisées par PMA et ionophore de calcium pour induire des NET, en supposant que ces 
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mécanismes sont analogues à la NETose in vivo. Les voies biochimiques activées par des 

stimuli immunitaires et microbiens, ne sont cependant, pas complètement reproduites par le 

PMA ou l’ionophore de calcium. Les stimuli tels que IL-8 et LPS, initialement utilisé pour 

démontrer que les NET ne sont pas simplement un artefact du traitement au PMA, ne sont ni 

efficaces dans la production de ROS (comme vu avec PMA) ni dans l’augmentation de Ca2+ 

intracellulaire (analogue aux ionophores de calcium) (Brandolini et al., 1996; Guichard et al., 

2005). Le mécanisme précis de l'induction de NET avec à la fois IL-8 et LPS est inconnu, et 

leur capacité à reproduire de manière fiable la NETose est discutable. D’autres facteurs 

solubles, tels que le TNF-α (Li et al., 2010; Neeli et al., 2009), ont des limitations similaires 

dans l'explication de l'induction des NET (Yuo et al., 1989). 

L'importance potentielle des NET en biologie humaine est soutenue par l'induction directe de 

la NETose par des agents pathogènes. Les champignons Candida albicans et Aspergillus 

fumigatus semblent être des agents pathogènes modèles et idéaux pour activer 

systématiquement la NETose via la NADPH oxydase, la MPO, et la NE, utilisant ainsi un 

mécanisme similaire au PMA (Metzler et al., 2011; Röhm et al., 2014; Urban et al., 2006).  

 S. aureus a été utilisé comme organisme modèle pour démontrer la formation bactérienne de 

NET par les deux voies NADPH oxidase dépendantes (PMA-like) et indépendantes (Fuchs et 

al., 2007; Pilsczek et al., 2010), mais aussi pour induire la NETose "vital", une description 

morphologique choisie pour mettre en évidence que les PNN restent "vivants" après avoir 

libéré des structures semblables aux NET (Yipp and Kubes, 2013; Yipp et al., 2012). 

D'autres espèces bactériennes ont été utilisées. Par exemple, l’induction de NET par 

Klebsiella pneumoniae exige la présence de MPO et NE chez la souris (type PMA) 

(Papayannopoulos et al., 2010). Cependant, l'induction de NET par K. pneumoniae in vitro 

n’a pas pu être reproduite (Branzk et al., 2014). Par contre, dans le cas de Shigella flexneri et 

du streptocoque pyogenes du groupe A, c’est PAD4 qui est indispensable pour la NETose (Li 

et al., 2010), mais le mécanisme par lequel PAD4 est activé n’est pas clair. En effet, il a été 

proposé que seuls les grands pathogènes tels que les hyphes de C. albicans et les agrégats 

bactériens ont la capacité d’induire la NETose (Branzk et al., 2014). La mauvaise 

reproductibilité de la formation de NET par certains stimuli biologiquement pertinents et la 

compréhension limitée de ces divergences peuvent expliquer pourquoi le PMA et les 

ionophores de calcium restent les principaux outils dans l'étude des NET. 

Plusieurs études ont rapporté l'implication de la PAD4 dans la formation de NET (Leshner et 

al., 2012; Li et al., 2010). PAD4 appartient au groupe d’enzymes dépendantes de Ca2+ et est 

située dans le noyau et les granules de PNN (Kearney et al., 2005; Nakashima et al., 2002). 
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L'enzyme est impliquée dans la citrullination des histones H2/H3/H4, qui est une modification 

post-traductionnelle convertissant le résidu arginine en citrulline pour former un groupe 

carbonyle (Arita et al., 2006; György et al., 2006). La conversion de l’arginine chargée 

positivement en chaînes latérales neutres de citrulline affecte la stabilisation des protéines 

(histones) sur l’ADN et conduit à la décondensation de la chromatine et à la libération de 

NET (Neeli et al., 2008; Wang et al., 2009). En conséquence, l'inhibition chimique de PAD4 

en utilisant la Cl-amidine altère la NETose dans des modèles animaux de maladie anti-GBM 

(anti-membrane basale glomérulaire) ou de néphrite lupique (Knight et al., 2013; Kumar et 

al., 2015). D’ailleurs, les souris déficientes en PAD4, qui sont incapables de générer des NET 

(Wang et al., 2009), sont plus sensibles aux infections bactériennes. 

Cependant, l’implication de PAD4 dans la formation de NET est une question discutée en 

raison des effets non spécifiques de Cl-amidine pour PAD4 (Causey et al., 2011; Knuckley et 

al., 2010). 

Par exemple, les souris PAD4-/- présentaient une formation de NET altérée au cours de la 

fasciite nécrosante (Li et al., 2010) mais ont succombé à une pneumonie grippale (Hemmers 

et al., 2011), qui impliquait des NET induits par le virus de la grippe (Narasaraju et al., 2011). 

Alors qu’une autre étude utilisant des souris avec la même déficience n'a pas révélé de 

différences de morbidité ou de mortalité par rapport à des souris sauvages dans un modèle de 

péritonite (ponction ligation caecale) (Martinod et al., 2015). 

Ces disparités suggèrent que l'implication de PAD4 dans la formation de NET dépend du 

stimulus. En effet, il est montré que certains stimuli, par exemple les ionophores de calcium, 

activent PKC-ζ, qui abouti à l’activation de PAD4 ; alors que le PMA active la PKC-α et, par 

conséquent, inhibe PAD4 (Radic and Neeli, 2013) ; tandis que les deux stimuli induisent la 

libération de chromatine. Néanmoins, il existe également des études qui rapportent la 

présence de dépôts d'histones citrullinées dans des NET après stimulation par PMA (van der 

Linden et al., 2017; Martinod et al., 2016). 

Il est possible que la NETose diffère entre l’homme et la souris, c’est pour cela qu’on suppose 

actuellement que PAD4 est en partie activé mais pas nécessaire lors de la NETose chez 

l’homme. 

Une autre enzyme requise pour former des NET est une sérine protéase : la NE. Le 

mécanisme proposé pour son action est la dégradation spécifique des histones qui déstabilise 

la chromatine (Papayannopoulos et al., 2010). En outre, le blocage de la formation de NET a 

également été démontrée in vivo sur des souris NE-KO infectées par des bactéries Gram 

négatives (Farley et al., 2012) ou positives (Kolaczkowska et al., 2015). En outre, l'utilisation 
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de l'inhibiteur de NE a conduit à l'inhibition de la formation de NET induite par C. albicans 

(Papayannopoulos et al., 2010) et lors de thrombose stérile chez des souris KO-NET, seuls 

20% des PNN produisent des NET (Martinod et al., 2016).  

Cela indique que le PAD4 et la NE sont impliqués dans la formation de NET, mais pourrait 

être plus ou moins redondant en fonction de l'état de la maladie et/ou des stimuli. Par 

exemple, pendant la septicémie par S. aureus, les PNN NE-/- n'ont pas produit de NET alors 

que quelques PNN PAD4-/- (environ 20%) le font (Kolaczkowska et al., 2015), alors que 

pendant la thrombose veineuse profonde, 80% des PNN NE-/- produisent des NET (Martinod 

et al., 2016) mais aucune structure de ce type n’a été libérée par les cellules PAD4-/- 

(Martinod et al., 2013). Ces résultats reflètent bien la diversité des types de NET, qui varient 

non seulement dans leur apparence, dans les molécules et voies impliquées mais aussi dans les 

conséquences pour les cellules productrices. 

6. Voies de signalisation des NET 

Les voies conduisant à la génération de NET diffèrent en termes de stimulus d’induction, de 

dépendance vis-à-vis des espèces oxygénées, de la cinétique du processus et du sort des PNN 

impliqués (mourir ou survivre après génération de NET) (Papayannopoulos, 2018; Pilsczek et 

al., 2010). Spécifiquement, des MAPK telles qu’ERK et p38 régulent la génération de NET 

dépendante de NADPH oxydase (Douda et al., 2015; Hakkim et al., 2011). Une voie rapide, 

vitale et indépendante des ROS est apparemment la première à être activée chez les PNN en 

présence de plaquettes activées et de cellules apoptotiques (Manfredi et al., 2018). En 

fonction des conditions environnementales, d'autres résultats peuvent être envisagés. 

a) NETose dépendante de la NADPH Oxydase  

Dans les 1ères études, il a été rapporté que la libération des NET dépendait des ROS générées 

par la voie de la NADPH (Fuchs et al., 2007). Les études ont ensuite été fortement soutenues 

par l’observation que les patients atteints de maladie granulomateuse chronique (CGD), une 

maladie qui présente une altération de l'activité de la NADPH oxydase, ne libéraient par de 

NET (Bianchi et al., 2009). Par la suite, il a été montré que les Ac (Behnen et al., 2014; 

Garcia-Romo et al., 2011), les microbes, le cholestérol (Warnatsch et al., 2015) et les stimuli 

mitogéniques, notamment le PMA et la concanavaline A, induisaient une NETose dépendante 

de la NADPH oxydase (Amulic et al., 2017). Ces stimuli déclenchent l'activation de c-Raf, de 

MEK, d'Akt, d'ERK et de PKC qui, à leur tour, activent la NADPH oxydase (Hakkim et al., 

2011), comme illustré en Figure 30. 
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La NETose dépendante de la NADPH oxydase nécessite l'activation de kinases dépendante 

des cyclines (CDK) qui tentent de faire sortir les PNN de la phase G0 et de les réintégrer dans 

le cycle cellulaire (Amulic et al., 2017). En tant que cellules différenciées en phase terminale, 

l'exigence d'une protéine du cycle cellulaire est surprenante. Les PNN qui subissent une 

NETose expriment le marqueur de prolifération Ki-67 et CDK6. Les souris déficientes en 

CDK6 sont plus sensibles à l'infection. Pendant la formation de NET, CDK6 phosphoryle son 

substrat du cycle cellulaire, une protéine du rétinoblastome. Cependant, les événements de 

phase S, y compris la synthèse d'ADN et la transcription des gènes des histones, ne se 

produisent pas pendant la NETose. Par contre, des événements de phase M, tels que la 

phosphorylation de la lamine et la séparation des centrosomes, font partie de la formation des 

NET. Ces résultats suggèrent que les PNN utilisent une partie de la machinerie du cycle 

cellulaire pour désassembler la membrane nucléaire (Sollberger et al., 2018). 

 

 

Figure 30 : Formation des NET avec / sans ROS (Sollberger et al., 2018) 

H2O2 : Peroxyde d’hydrogène, NE : Neutrophile elastase, O2 : Oxygène, O2
- : Ion superoxyde, ROS : 

Espèces réactives de l’oxygèe.  

Lors de l'activation, les récepteurs sur la surface des neutrophiles initient une cascade entraînant 
l'assemblage de la NADPH oxydase (Phox) et la production de superoxyde. Le superoxyde se dismute en 
peroxyde d'hydrogène, qui est détecté par l'azurosome. Ce complexe est composé de plusieurs 
protéines dont le myéloperoxydase (MPO) qui convertit le peroxyde d'hydrogène en acide halique. 
Cette conversion libère la neutrophile élastase (NE) et d'autres sérine protéases de l'azurosome dans le 
cytoplasme. Ces protéases se déplacent vers le noyau et clivent les histones. En parallèle, le noyau 
délobule et la membrane nucléaire se vésicule, permettant le contact de la chromatine avec les 
protéines cytoplasmiques et granulaires. Finalement, la membrane cytoplasmique se rompt pour 
libérer les NET. Une formation de NET indépendante de ROS est possible. Elle se produit en l'absence 
d'activité de Phox et de MPO et ne nécessite pas de NE. Il peut y avoir d'autres protéases et/ou 
citrullinations d'histones qui facilitent la décondensation de la chromatine. La dernière étape, similaire 
à la formation de NET dépendante de ROS, est la rupture de la membrane plasmique et la libération de 
NET dans l'espace extracellulaire. 
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b) NETose indépendante de la NADPH oxydase 

Cette indépendance aux ROS à pu être prouvé par des études in vitro (Byrd et al., 2013; 

Gabriel et al., 2010; Mejía et al., 2015) et in vivo (Barth et al., 2016; Chen et al., 2012; 

Kolaczkowska et al., 2015) en utilisant des inhibiteurs de la NADPH oxydase et des souris 

déficientes en cette enzyme. Cette divergence dans les données sur l'implication de ROS est 

difficile à expliquer à ce stade. Elle pourrait résulter du milieu expérimental ou de la nature 

des facteurs inducteurs des NET (Farley et al., 2012). Cette dernière étude rapporte une 

divergence intéressante : PMA mais pas le facteur d'activation plaquettaire (PAF), génére des 

ROS mais l'inhibiteur de la NADPH oxydase (DPI : Diphenyleneiodonium) réduit la 

libération de NET par les deux inducteurs (PMA et PAF). Cela peut être expliqué par le fait 

que le DPI inhibe également une gamme de flavoenzymes, y compris l'oxydase 

mitochondriale et l'oxyde nitrique synthase (Li and Trush, 1998; Stuehr et al., 1991), qui 

pourrait remplacer les ROS phagosomales. Ainsi, dans certaines circonstances, la formation 

de NET pourrait dépendre des ROS phagosomales (dépendante de NADPH, (Fuchs et al., 

2007)) mais aussi des ROS mitochondriales (van der Linden et al., 2017; Lood et al., 2016) ou 

du NO (Patel et al., 2010).  

7. Composants des NET 

La chromatine nucléaire décondensée constituée d'acides nucléiques (ADN) et de protéines 

(histones principalement, chargées positivement) constitue l'épine dorsale d'un NET. Les 

histones (représentant environ 70% de la teneur en protéines des NET) facilitent l'adhésion 

aux pathogènes microbiens et viraux (chargés négativement) et les histones (Brinkmann and 

Zychlinsky, 2012) et les acides nucléiques (Halverson et al., 2015) peuvent en soi exercer une 

activité bactéricide. D'autres peptides antimicrobiens associés aux NET comprennent des 

protéines granulaires, cytoplasmiques et cytosquelettiques (Jaillon et al., 2007; Kolaczkowska 

and Kubes, 2013). En outre, il est concevable que les NET contiennent des molécules 

effectrices (NE) ou des constituants libérés par les cellules voisines, comme le montre une 

étude sur le piégeage et la dégradation des médiateurs pro-inflammatoires par des NET 

agrégées in vitro et in vivo, dans le cas de la goutte (Schauer et al., 2014). Ainsi, non 

seulement les stimuli induisant la formation de NET sont multiples mais aussi le protéome des 

NET peut différer selon la localisation (tissu contre circulation), la maladie et son stade (aiguë 

contre chronique) (Sørensen and Borregaard; Urban et al., 2009; Yang et al., 2016). 

Néanmoins, une vingtaine de protéines (principalement dérivées des PNN) ont été proposées 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9878531
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pour la composition protéique de base des NET incluant les histones, la MPO, la NE, la PR3, 

la CG et les α-défensines (Brinkmann et al., 2004; Rahman and Gadjeva, 2014). 

8. Techniques de détection et de quantification des 

NET 

Au cours de la dernière décennie, les chercheurs ont étudié de manière approfondie la 

«NETose» en utilisant principalement des techniques qui ne distinguent pas les deux 

phénomènes : libération de NET et mort cellulaire du PNN. Par exemple, les tests les plus 

largement utilisés pour vérifier la libération de NET sont le marquage par le Picogreen et le 

Sytox. Deux méthodes qui permettent la détection de l'ADN soit pour visualiser par 

microscopie, soit pour profiler dans le milieu extracellulaire. Cependant, comme ces 

méthodes détectent également la libération passive de la chromatine liée à la nécrose, il est 

difficile de distinguer ce processus d'une expulsion proactive de la chromatine (Arai et al., 

2013). D’autres chercheurs utilisent à la place le test de la lactose déshydrogénase (LDH) 

pour mesurer la formation de NET in vitro (Mori et al., 2012). Cependant, ce test mesure la 

survie cellulaire ou la toxicité ; les cellules et les tissus libèrent de la LDH suite à des 

dommages toxiques ou liés aux blessures (François et al., 2000), ce qui rend ce test très peu 

spécifique pour distinguer la formation de NET et la mort cellulaire. La détection de la 

citrullination des histones par immunoblot ou immunohistologie semble être un bon indicateur 

de la formation de NET (Li et al., 2010), la citrullination induisant la décondensation de la 

chromatine qui est une étape essentielle de la libération des NET (Wang et al., 2009).  

Ainsi, il apparait important d’utiliser une combinaison de techniques alliant visualisation et 

caractérisation biochimique, en suivant plusieurs marqueurs complémentaires. 

Comme illustré en Figure 31, une technique largement utilisée pour tester la formation de 

NET est la microscopie, en utilisant plus précisément de l'immunofluorescence, de la 

microscopie confocale ou électronique pour caractériser la présence de NET en détectant la 

co-localisation de protéines spécifiques aux NET et de l’ADN, et la morphologie des NET 

(Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007). Cependant, le principal inconvénient de 

l'utilisation de la microscopie est le besoin de fixation cellulaire avant les examens 

microscopiques. Par conséquent, cette technique ne peut pas vraiment distinguer le processus 

de formation de NET et de mort cellulaire. C’est pour cela que plusieurs équipes ont opté pour 

l’ELISA (“Enzyme-linked immunosorbent assay“), une technique pour détecter les complexes 

protéines-ADN spécifiques aux NET, par exemple les complexes ADN-MPO ou ADN-NE 

(Kessenbrock et al., 2009; Sayah et al., 2014), comme indicateur de la formation de NET. 
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Cependant, bien que ces essais confirment la présence de NET, ils ne parviennent pas à 

distinguer la formation de NET et la mort cellulaire. 

En revanche, la visualisation par vidéo imagerie séquentielle (microscopie) a permis 

d'observer la formation des NET. Les PNN sont imagés en utilisant une combinaison de 

marqueurs nucléaires (Sytox, Hoechet), cytoplasmique (colorants calciques) et des colorants 

de mort cellulaire (iodure de propidium, annexine V), permettant d'identifier différents 

composants de la formation de NET et de la mort cellulaire, d'une manière dépendante de 

chaque stimulus et du temps (Fuchs et al., 2007). De plus, Zhao W et al. ont rapporté que la 

combinaison de deux techniques microscopie et cytométrie en flux, permettrait la détection 

simultanée et la quantification des NET formés, tout en permettant la distinction entre 

NETose suicidaire ou vitale (Zhao et al., 2015).  

 

 

Figure 31 : Observation des NET par microscopie éléctronique et imunohistochimie 
(Brinkmann and Zychlinsky, 2007; Sur Chowdhury et al., 2014) 

 

DAPI : Diamidino phénylindol, MPO : Myélopéroxydase, NE : Neutrophile élastase. 

 

 (A) Observation de la capture de la bactérie Shigella flexneri par les NET en microscopie électronique à 
balayage. Les flèches blanches montrent les NET. (B) Immunohistochimie pour visualisation des 
composants des NET après stimulation des PNN de donneurs sains avec du liquide synoviale de patients 
PR. L’ADN est marqué en bleu par le DAPI alors que la NE et la MPO sont marquées en vert et en rose, 
respectivement. 
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9. Fonctions physiologiques des NET 

Les PNN sont essentiels à la mission homéostatique consistant à protéger les tissus de l'hôte, à 

répondre rapidement et diversement aux atteintes des barrières à l'infection de l'hôte et à 

ramener les tissus à l'état stérile. Comme la plupart des phagocytes professionnels, les PNN 

réagissent lorsqu'ils sont provoqués par des proies volumineuses. Les PNN tuent les microbes 

par la phagocytose, la génération d'espèces oxydantes et l'activation de la machinerie 

protéolytique cellulaire. La libération de NET remplace la phagocytose frustrée ou inefficace, 

et améliore l'efficacité de la réponse innée face aux microbes envahisseurs. De plus, les NET 

contrebalancent les stratégies microbiennes pour échapper à la réponse immunitaire. En raison 

des propriétés adhésives des acides nucléiques et de l'action dans l'environnement 

extracellulaire des histones et des enzymes, les NET contribuent à la défense de l'hôte contre 

diverses espèces microbiennes (Sørensen and Borregaard). La chromatine extracellulaire issue 

des NET peut avoir évolué pour défendre les organismes eucaryotes contre l'infection, et sa 

libération a au moins trois fonctions : le piégeage et la destruction des microbes, 

l'amplification des réponses immunitaires et l'induction de la coagulation. Cependant, 

certaines bactéries produisent des nucléases pour échapper à cette défense (Derré-Bobillot et 

al., 2013). 

Le facteur von Willebrand adsorbé sur les NET, les histones citrullinées et les charges 

négatives d'acide nucléique concourent au recrutement et à l'activation des plaquettes, ce qui a 

un impact sur l'hémostase et favorise finalement la thrombose (Fuchs et al., 2010). La 

thrombose initiée par l'immunité innée, également appelée «immunothrombose», joue un rôle 

de plus en plus reconnu dans la protection des vaisseaux, limitant la croissance intravasculaire 

et la propagation hématogène des agents infectieux (Engelmann and Massberg, 2013; 

Massberg et al., 2010). Inversement, les mécanismes endogènes impliquant la DNase1 et la 

DNase1-like 3 contrôlent le potentiel thrombogène des NET in vivo, dans des conditions où 

les stimuli microbiens et stériles sont responsables de l'activation des PNN (Jiménez-Alcázar 

et al., 2017). 

De plus, il a été montré que les NET avaient la capacité d’améliorer les réponses immunitaires 

adaptatives et cela en “primant“ les LT directement afin de réduire leur seuil d’activation et en 

permettant la maturation des pDC (sur-expression de HLA-II, CD80, 83, 86) (Tillack et al., 

2012, 2012), et leur clairance par les MФ (endocytose) qui est facilitée par l’opsonine C1q et 

la digestation par la DNase  était un phénomène immunologiquement silentieux (sans 

induction de cytokines pro-inflammatoires), servant ainsi à preserver l’homéostasie tissulaire 

(Farrera and Fadeel, 2013). 
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Les animaux, les plantes et même les eucaryotes unicellulaires (Zhang et al., 2016) utilisent la 

chromatine dans l'immunité. Il est intéressant de noter que les travaux réalisés par Hawes et 

al. montrent que les champignons pathogènes provoquent la libération de la chromatine par 

les racines des plantes et que ces structures extracellulaires sont essentielles à la défense 

(Hawes et al., 2016).  
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10. Rôles pathologiques des NET : exemples de 

maladies inflammatoires 

Dans cette partie j’ai choisit de mettre le point sur le rôle des NET sur quelques maladies 

autoimmune à composante rhumatismale, tels que le psoriasis, le lupus et la polyarthrite 

rhumatoïde. 

a) NET dans le psoriasis 

Les NET sont impliqués dans la phase précoce et tardive du psoriasis. Ganguly et al., ont 

suggéré que le LL-37, peut se lier à l'ADN ou l'ARN pour former des complexes qui sont 

présents sur la peau de patient psoriatique. Le complexe comprenant le LL-37 et l'ADN est 

détecté par les pDC, ensuite transporté au TLR9 endosomal de ces cellules, pour finalement 

augmenter la production d'IFN-α et cet ADN pourrait être celui des NET (Delgado-Rizo et al., 

2017), comme montré en Figure 32. En revanche, le complexe LL-37-ARN peut déclencher 

l'activation des mDC et lier leur TLR7 dans l’endosome pour induire la production de 

cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-α et l'IL-6. La production de ces 

cytokines conduit finalement à une réponse auto-inflammatoire et induit l'apparition du 

psoriasis (Ganguly et al., 2009). 

L'inhibiteur de la protéase leucocytaire sécrétoire (SLPI) est une protéine cationique qui se lie 

à d'ADN des NET et participe à la régulation des pDC. Grâce à la co-localisation de SLPI, des 

NET et des pDC dans la peau psoriasique, les pDC activées induisent une importante 

production d'IFN de type 1 qui est dépendante du TLR9 intracellulaire (Skrzeczynska-

Moncznik et al., 2012). D'autres recherches visant à élucider le rôle de SLPI dans le psoriasis 

ont montré que la génération de NET était beaucoup plus efficace chez les souris déficientes 

pour  SLPI (-/-) par rapport aux sauvages. Ce résultat met en avant le rôle de contrôle des SLPI 

dans la génération de NET (Zabieglo et al., 2015). 

De plus, Hu et al. ont observé plus de cellules en NETose dans le sang périphérique des 

patients atteints de psoriasis par rapport aux DS. Ce nombre de cellules semblent par ailleurs 

être corrélé à la gravité de la maladie. De plus, les PNN subissant une NETose sont plus 

fréquemment présents dans les plaques psoriasiques et les NET libérés sont de puissants 

inducteurs du peptide antimicrobien β-défensine-2 humaine (HBD-2) produit par les 

kératinocytes épidermiques (Hu et al., 2016). Ceci pourrait expliquer en partie la faible 

sensibilité des patients aux infections microbiennes. 
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Figure 32 : Formation des NET dans les plaques psoriasiques (Delgado-Rizo et al., 2017) 

 

CD : Cluster de différenciation, CXCL : Chimiokine, DNA : Acide désoxyribonucléique, IFN : Interféron, IL : 
Interleukine, LL-37 : Cathélicidine, MCET : Piège extracellulaire libéré par les mastocytes, NET : 
“Neutrophil Extracellular Traps“, pDC : Cellules dendritiques plasmacytoïdes, PMN : Neutrophiles, TGF : 
Facteur de croissance transformant, Th : Lymphocytes T auxiliaires, TLR : Récepteur de type Toll, TNF : 
Facteur de nécrose tumorale. 

Les lésions psoriasiques chez les patients sont causées par des lésions cutanées qui induisent la 
libération de cytokines pro-inflammatoires et de peptides antimicrobiens par les kératinocytes. Ces 
molécules, comme le cathélicidine LL37, forment des complexes en se liant à l'ADN qui activent les 
cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) par interaction avec le TLR9, ce qui les amène à sécréter de 
l’IFN-α et du TNF-α. Ces cytokines régulent l'activation des cellules dendritiques dermiques (dDC), qui 
migrent vers les ganglions lymphoïdes régionaux pour présenter des autoantigènes aux cellules T CD4 
(Th0) naïves. Par la suite, les lymphocytes T se différencient en Th1 ou Th17 et migrent vers le derme, 
où ils sécrètent l’IL-2, l’IFN-γ, le TNF-α, l’IL-22 et l’IL-17 qui contribuent au recrutement et à l'activation 
des macrophages, des dDC et des mastocytes. Ces cellules synthétisent l'IL-23 et l'IL-1β et induisent 
ainsi la libération des pièges extracellulaires des mastocytes (MCET). En conséquence, le contenu 
intracellulaire des mastocytes est libéré avec l'IL-17 et d'autres cytokines, qui induisent l'infiltration des 
neutrophiles dans l'épiderme et la formation des microabcès de Munro. Les neutrophiles se retouvent 
ainsi dans un microenvironnement avec des concentrations élevées d'IL-23 et d'IL-1β, entrainant ainsi 
la libération de NET. Grâce à la formation des NET, ils sécrètent également des contenus cellulaires, y 
compris l'IL-17, amplifiant ainsi le processus inflammatoire et augmentant le recrutement des cellules 
et l'activation des kératinocytes. Enfin, les NET sont des sources importantes de complexes LL37-ADN et 
d’IL-17, qui activent les pDC et les kératinocytes qui, à leur tour, produisent de l’IFN-α et du LL37, 
respectivement. Les cellules Th1 induisent l'activation des cellules T CD8 productrices d’IL-17 dans 
l'épiderme et les pDC dans le derme, perpétuant l'environnement inflammatoire dans les lésions 
psoriasiques. 
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b) NET dans le lupus 

Les NET ont été largement étudiés dans le lupus car l’ADNdb en est un marqueur. Chez les 

patients atteints de LES, le matériel nucléique dérivé des cellules mortes s'accumule en raison 

de l'échec de son élimination. Ces auto-Ag sont présentés aux cellules B autoréactives dans 

les centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires par des DC folliculaires, générant 

ainsi des auto-Ac dirigés contre les composants cellulaires dérivés de la NETose et de 

l'apoptose (Mahajan et al., 2016). La production et le dépôt dans les tissus de complexes 

immuns activent le système du complément et induit une inflammation, une lésion vasculaire 

et cutanée, une thrombose et des lésions cérébrales et rénales (Lande et al., 2011; Smith and 

Kaplan, 2015). Les CI sont internalisés par les pDC à travers l'endocytose médiée par le 

récepteur Fcγ de type II ; ensuite, ils s'associent au TLR7 et 9 sur les endosomes, ce qui 

conduit à l'activation des pDC sécrétant de l'IFN-α (cytokine clé du lupus) et à la formation 

supplémentaire de NET par les PNN (Banchereau and Pascual, 2006a; Mahajan et al., 2016), 

comme illustré en Figure 33.  
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Figure 33 : Pathogénèse du lupus (Mahajan et al., 2016) 

Ag : Antigène, ANA : Anticorps anti neutrophiles,  ANCA : Anticoprs cytoplasmiques anti neutrophiles, 
CRP : Protéine C réactive, dsDNA : Acide désoxyribonucléique double brin, IFN : Interféron, NET : “ 
Neutrophil Extracellular Traps“, SLE : Lupus érythémateux systémique.  

La clairance des cellules apoptotiques et des NET est le principal facteur contribuant à 
l'étiopathogénèse du LES. Une clairance inefficace des cellules apoptotiques conduit à l'accumulation 
de cellules nécrotiques secondaires (SNECs), ainsi qu'à la libération de cytokines pro-inflammatoires par 
des phagocytes pathologiquement activés. Les SNEC circulantes sont sensibilisées par des auto-
anticorps. Cela entraîne le dépôt de complexes immuns (CI). Les CI sont ensuite éliminés par les 
phagocytes sanguins, tels que les MФ et les DC, qui libèrent par conséquent de l'IFN-α et d'autres 
cytokines inflammatoires. La production d'IFN-α précipite la mort cellulaire et les dommages aux 
organes et induit la NETose. Les NET servent de source d’autoantigènse, reconnus par les anticorps 
cytoplasmiques antineutrophiles et anti-ADN. L'internalisation des complexes immuns d’ANCA par les 
pDC provoque une libération accrue d'IFN-α. Des taux accrus d'IFN-α amènent les neutrophiles à subir 
une NETose. La présence d'inhibiteurs de la DNase, d'autoanticorps anti-ADNdb et de faibles niveaux 
d'opsonines chez les patients atteints de LES aggrave la clairance des NET. Un cercle vicieux est initié 
entraînant la formation et le dépôt de CI, l'inflammation, la mort cellulaire et les dommages aux 
organes.  

Les patients lupiques possèdent une sous-population distincte de PNN dans le sang connus 

sous le nom de granulocytes à faible densité (LDG). Ce sont des PNN immatures qui 

subissent rapidement l'apoptose et libèrent des ROS in vitro, agissant ainsi comme des 

producteurs puissants de NET chez ces patients (Smith and Kaplan, 2015). Grâce à la 

formation de NET, le contenu intracellulaire des LDG est libéré dans le microenvironnement 
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comprennant plusieurs molécules telles que le LL37, l’α- et β-défensines et HMGB1 ; ces 

molécules s'associent aux acides nucléiques et induisent l'activation de pDC par la stimulation 

de TLR9, qui induit ensuite la synthèse d'IFN-α. Il a été observé que, chez les patients LES, 

l’IFN-α est un puissant inducteur de NETose (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011) 

et, avec l’IL-6 dérivée de pDC activées, favorise la différenciation des cellules B 

autoréactives sécrétant des auto-Ac (Dubois et al., 1998). A son tour, l’IFN-α favorise la 

différenciation des monocytes en pDC (Blanco et al., 2001). 

Notons qu’il existe une sous-population de patients lupiques présentant une faible capacité à 

dégrader les NET et cela est associée à une néphrite lupique (Hakkim et al., 2010). 

Kahlenberg et al. ont décrit un mécanisme par lequel les NET et le LL-37 pourraient activer  

l’inflammasome NLRP3 des MФ issus de patients LES. Comme illustré en Figure 34, ce 

mécanisme permet une perpétuation de la production d’IL-1β et d’IL-18 qui a son tour 

favorise l’inflammation et la NETose. Ceci confirme qu’une NETose abérante durant le LES 

est pathogène en favorisant la perpétuation des réponses inflammatoires (Kahlenberg et al., 

2013). 

 

Figure 34 : Activation possible de l’inflammasome NLRP3 par les NET durant le LES 
(Kahlenberg et al., 2013) 

 

IL : Interleukine,  LL-37 : Cathélicidine, MФ : Macrophages, NET : “Neutrophil Extracellular Traps“, NLRP 
: Récepteur de type NOD, P2X7R : Récepteur purinergique.  

Les NET contenant du LL-37 peuvent activer la caspase-1 via le P2X7R permettant ainsi l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 et donc la libération d'IL-1β et d'IL-18 qui à leur tour stimulent la NETose, 
conduisant à une boucle de maintien de la production de NET et d'activation de l'inflammasome. 
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c) NET dans la polyarthrite rhumatoïde 

Même si la pathogénèse de la PR n'est pas entièrement comprise, de nombreuses recherches 

suggèrent que les ACPA jouent un rôle clé dans la PR. Les ACPA peuvent reconnaitre des 

protéines nucléaires (par exemple des histones), des protéines cytoplasmiques (par exemple la 

vimentine et l'énolase), les protéines associées à la membrane (par exemple la myéline) et les 

protéines extracellulaires (par exemple la filaggrine, le CII, le fibrinogène et la calréticuline) 

(Makrygiannakis et al., 2006; Valesini et al., 2015). Or, la NETose est associée à la 

citrullination de protéines par la PAD. De plus, on retrouve des PNN dans le liquide 

articulaire de patients PR (Yu et al., 1997) ainsi que des dépôts de chromatine (Monach et al., 

2009). Ces pour ces raison qu’il a été supposé que les NET pourraient être une sourse d’auto-

Ag. 

Khandpur et al. ont révélé que les PNN sont une source de NET impliqués dans la 

pathogénèse de la PR. En comparant des échantillons issus de patients atteints de PR, de DS 

ou de patients OA, ils trouvent que les PNN produisant des NET sont présents dans le sang 

périphérique, le liquide synovial, le tissu synovial, les nodules rhumatoïdes et la peau des 

patients atteints de PR. Le niveau de NETose in vitro est en corrélation avec la présence 

d'ACPA et les niveaux de marqueurs inflammatoires systémiques tels que la CRP (Khandpur 

et al., 2013). 

Spengler et al., ont révélé que les NET expriment des niveaux élevés de PAD et les PAD 

actives sont externalisées et accumulées dans le LS des patients atteints de PR comparé à ceux 

des patients atteints d'OA (Spengler et al., 2015). Des mutations de PAD4 sont capables 

d'induire une hypercitrullination des histones dans le noyaux des PNN, entraînant la formation 

et l'accumulation de produits citrullinés dans l'espace synovial (Abbas et al., 2014). 

Les NET dans la PR favorisent l'activation et la libération de cytokines par les FLS, qui sont 

impliquée dans les dommages articulaires (Khandpur et al., 2013). La cascade de transduction 

du signal qui inclut la production de ROS, de MPO, de NE, de PAD4 et d’histone citrullinée 3 

(citH3) est considérablement améliorée pour promouvoir la NETose dans la PR. Puisque le 

contenu et les dérivés des NET (l’ADN, l’élastase, le nucléosome libre, la NE et la MPO) sont 

augmentés dans les sérums et LS de patients PR, ils pourraient être utilisés comme 

biomarqueurs potentiels pour le diagnostique de cette pathologie. Par exemple, le taux 

plasmatique de nucléosome libre peut être utilisé grâce à sa sensibilité (91%) (Pérez-Sánchez 

et al., 2017; Sur Chowdhury et al., 2014). 
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Plusieurs études ont eu pour but de moduler la NETose afin de traiter la PR. Les Ac anti-

FcαRI étaient capables de réduire la formation de NET in vitro après l'exposition de PNN 

isolés à des CI IgA, suggérant que le blocage de FcαRI peut réduire l'activation des PNN et la 

formation de NET chez les patients atteints de PR (Aleyd et al., 2016). Yu et al. ont rapporté 

que le celastrol diminue la formation de NET par les PNN de DS et de patients PR, tout en 

bloquant l'explosion oxydative, et inhibant la phosphorylation de MAPKK/MEK, la 

régulation du signal d’ERK et de NFκB et la citrullination des histones (Yu et al., 2015). Le 

tocilizumab (TCZ), une biothérapie utilisée pour le traitement de la PR en bloquant l’IL-6R, a 

été identifié comme ayant la capacité de bloquer aussi la NETose, car les PNN de patients non 

traités libèrent plus de fibres d'ADN suite à la stimulation par IL-6 ou PMA par rapport à ceux 

traité avec TCZ (Ruiz-Limón et al.). Pérez-Sánchez et al. ont rapporté qu’un traitement avec 

TCZ ou infliximab pendant 6 mois améliore l'activité de la maladie, diminue les médiateurs 

inflammatoires et diminue l'ADN dans l'espace extracelluraire en réduisant la formation de 

NET chez ces patients (Pérez-Sánchez et al., 2017). 

L'association entre parodontite et PR est connue et il est important de noter que les PNN 

jouent un rôle central dans cette association (Mikuls et al., 2012; Scher et al., 2012). 

Porphyromonas gingivalis est une bactérie anaérobie responsable de la parodontite (Pérez-

Chaparro et al., 2008). Il est intéressant de noter qu’une augmentation de la NETose a été 

observée chez les PNN incubés avec du liquide gingival de patients atteints de parodontites et 

que Porphyromonas gingivalis peut induire la formation de NET (Vitkov et al., 2010), en 

sachant que cette bactérie est le seul procaryote connu qui exprime la PAD, enzyme 

nécessaire à la citrullination durant la NETose (Kinloch et al., 2011). 

Comme cela se produit dans d'autres maladies auto-immunes, les NET peuvent agir comme 

une source d'auto-Ag extracellulaires ; car il a été rapporté que les peptides citrullinés sont 

largement représentaient dans le LS de patients PR et que l'activité de PAD2 et 4 est  

surexprimée chez les PNN de patients PR (Foulquier et al., 2007; Khandpur et al., 2013). De 

tels peptides citrullinés sont reconnus par les ACPA, formant ainsi des CI qui induisent la 

formation de NET, entraînant la libération du contenu granulaire des PNN ainsi que des auto-

Ag cytoplasmiques dans les articulations. Ils peuvent également libérer le récepteur activateur 

du NF-kB et le facteur d'activation des LB, activant respectivement les ostéoclastes et les LB 

(Assi et al., 2007; Chakravarti et al., 2009), entraînant des réponses immunitaires innées et 

adaptatives excessives dans les articulations et les lésions tissulaires.  

Les ACPA sont détectés dans le sérum des patients atteints de PR des années avant le  début 

de la maladie et même avant l'apparition des symptômes cliniques, et représentent donc un 

biomarqueur précoce de la PR (Chang et al., 2005). 
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Les premiers événements menant au développement de la PR restent flous, mais la formation 

d'ACPA est considérée comme un phénomène pathogène clé. Au cours de la NETose, les 

PNN externalisent les auto-Ag citrullinés impliqués dans la pathogénèse de la PR, et les 

ACPA dirigés contre la vimentine citrullinée induisent la formation de NET (Khandpur et al., 

2013). En outre, Pratesi et al. identifient l’histone H4 citrullinée comme l’auto-Ag spécifique 

des ACPA sur les NET (Pratesi et al., 2014). Tout cela permet de supposer qu’il existerait une 

boucle de perpetuation de l’induction de NET et de production d’ACPA durant la PR. Les 

NET pourraient non seulement être la cible des ACPA mais aussi l’auto-Ag inducteur. 

Wang et al. ont montré récemment que les patients PR présentaient un niveau élevé de 

complexe ADN-MPO en comparaison aux DS, et ce niveau était associé à une augmentation 

du nombre de PNN et à la positivité aux FR et aux ACPA, suggérant que l’évaluation de ce 

genre de complexe dans le sérum de patients pourrait être un outil complémentaire dans le 

diagnostic (Wang et al., 2018). 

Le blocage de PAD4 réduit nettement la fréquence des Th1 dans les ganglions lymphatiques 

drainants des souris immunisées. L'exposition de DC à des NET de souris AEC induit une 

maturation de ces cellules, caractérisée par une régulation positive de l’expression de leurs 

molécules de co-stimulation et une augmentation de la sécrétion d'IL-6. De plus, ces DC 

favorisent l'induction de cellules Th1 spécifiques de l’Ag in vitro (Papadaki et al., 2016).  
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L’objectif de cette thèse qui a duré 3 ans avait pour but principal et unique de mettre en 

évidence le rôle et l’implication des “Neutrophil Extracellular Traps“ dans la 

physiopathologie de la polyarthrite rhumatoïde. 

Depuis que Brinkmann et al. en 2004 ont reconnu et donner un nom à cette nouvelle forme de 

« mort » cellulaire (Brinkmann et al., 2004) qui a initialement était découverte en 1980 par 

Tsan (Tsan, 1980), le monde de l’immunologie a connu une révolution menant de nombreux 

chercheurs à étudier le rôle de la NETose dans de nombreuses maladies telles que les 

maladies autoimmunes.  

Dans notre cas, puisqu’on savait que les neutrophiles étaient nombreux et représentaitent plus 

de 80 % des cellules infiltrées dans le liquide synovial de PR et qu’ils étaient présents dans les 

tissus articulaires, nous avons supposé que les PNN agissaient en partie dans la pathologie de 

la PR via l’extériorisation de leur filament d’ADN par NETose. 

De plus, les travaux de Khandpur et al. ont montré une augmentation de la NETose chez les 

patients atteints de PR ;  une corrélation positive entre les taux d’ACPA, l’augmentation de 

marqueurs de l’inflammation et la NETose ait en faveur de notre postulat (Khandpur et al., 

2013). De plus, comme décrit dans ce manuscrit, les NET sont des filaments d’ADN associés 

à des protéines qui en partie subbissent une citrullination, donc cela nous a permis de suggérer 

que les NET pouvaient être une source d’auto-antigènes citrullinés et de molécules 

modulatrices puisque les complexes chromatine-protéines des granules, relargués par les PNN 

durant la NETose, pouvaient être la cible des ACPA, voire entraîner la rupture de tolérance 

observée dans la PR. Cela nous a permis d’orienter notre travail dont le but était de mettre en 

évidence un rôle pro-inflammatoire des NET dans la PR, en plus de leur rôle antigénique. 

Pour mettre en évidence cet effet pro-inflammatoire possible nous avons évalué le rôle de ces 

NET dans de nombreux types cellulaires qui jouent un rôle important dans le maintien de 

l’inflammation au cours de la PR à savoir les PNN, les monocytes et les MФ, qui participent 

activement via leur importante production de médiateurs pro-inflammatoires et les DC qui 

sont des cellules présentatrices d’antigène qui pourraient présenter l’auto-antigène porté par 

les NET aux LT naïfs initiant ainsi leur maturation et la différenciation des LT, suggérant 

ainsi un rôle immunogène au sens large de cette chromatine extériorisée. 

Par la suite, nous avons voulu savoir par qu’elle mode d’action les NET agissaient. Pour ce 

faire, nous avons voulu savoir si les NET étaient reconnus par les ACPA et si leur activité 

dépendait de la reconnaissance des protéines citrullinées par ces auto-anticoprs ou au 

contraire si l’ADN des NET était l’initiateur de l’activation ou simplement de la 

reconnaissance par les cellules cibles. 
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Pour illucider cette dernière hypothèse, nous avons étudié la reconnaissance des NET par trois 

molécules faisant partie intégrante de l’immunité innée et ayant la capacité de lier l’ADN, à 

savoir : 1) le TLR-9, puisqu’on sait qu'une réponse TLR excessive entraîne une libération 

incontrôlée de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires dans la PR (Achek et al., 2016) ;  

2) le C1q, comme il a été rapporté par Van Schravendijk et al. que la protéine C1q du 

complément pouvait lier l’ADN (Van Schravendijk and Dwek, 1982) et que le C1q est 

impliqué dans la pathogénèse de la PR (Trinder et al., 1997) ; 3) et enfin, le LL-37, ce peptide 

anti-microbien produit en partie par les PNN, et qui joue surtout le rôle de transporteur 

d’ADN extracellulaire (Chamilos et al., 2012). De plus, ce peptide antimicrobien est présent 

en quantité importante dans le liquide et le tissu synoviale de patient atteints de PR 

(Hoffmann et al., 2013). Cette étude a permis de mettre au point la préparation de NET de 

souris afin de les utiliser sur des cellules provenant de souris déficiente en TLR9 ou C1q en 

comparaison à des souris sauvages 

Par ailleurs, puisqu’il est connu que le TNF et l'IL-1, généralement libérés en quantités plus 

élevées par les MФ M1 pro-inflammatoires, sont abondants dans la PR, tandis que l'activité 

IL-10, caractéristique des M2 anti-inflammatoires, est relativement diminuée chez les patients 

atteints de PR (Kennedy et al., 2011), nous avons voulu étudier le rôle des NET sur ces deux 

populations macrophagiques afin de confirmer l’effet pro-inflammatoire potentiel des NET 

durant la PR. 
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Abstract  

 

It has been suggested that neutrophil extracellular traps (NET), produced by activated 

polymorphonuclear neutrophils (PMN), may play a role in the pathogenesis of rheumatoid 

arthritis (RA), a chronic inflammatory disease characterized by production of anti-

citrullinated protein antibodies (ACPA). Indeed, RA PMN show enhanced NETosis, NET are 

a source of citrullinated autoantigens and RA autoantibodies recognize NET. Nevertheless, 

the mechanisms by which NET trigger or perpetuate the inflammatory process in RA are not 

elucidated. Therefore, we have extensively analyzed NET antigenic and inflammatory 

properties in 157 donors. Here we show that RA PMN produced more NET than healthy 

donor (HD) PMN. Immunoglobulin G purified from ACPA-positive RA patients specifically 

recognized NET. NET from both HD and RA patients activated both resting macrophages and 

PMN (from HD and RA patients), leading to cytokine secretion and HLA, CD86, CD11b up-

regulation, but RA NET were more potent. Cell activation occurred independently of ACPA 

or endosomal acidification. Complement C1q increased the NET stimulatory activity on 

macrophages, which was further supported by the LL-37 antimicrobial peptide. On the 

contrary, NET specifically inhibited lipopolysaccharide (LPS)-induced interleukin (IL)-6 

secretion by macrophages (and not by PMN), especially with C1q and LL-37. Thus, NET may 

trigger autoimmunity in RA as ACPA recognize NET antigens but not non-activated PMN. 

Independently of ACPA, NET may modulate RA chronic inflammation via their dual activity, 

since they possess both pro- and anti-inflammatory properties depending on target cell type, 

their activation level and cofactors like C1q and LL-37. Excess of NETosis together with 

enhanced NET activity seem to participate to RA pathogenesis at different levels. 
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Résumé 

 

Il a été suggéré que les “Neutrophil Extracellular Traps“ (NET), produits par les 

polynucléaires neutrophiles activés (PNN), pouvaient jouer un rôle dans la pathogenèse de la 

polyarthrite rhumatoïde (PR), une maladie inflammatoire chronique caractérisée par la 

production d'anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA). En effet, les PNN de patients PR 

subissent une NETose plus importante, les NET pourraient être une source d'autoantigènes 

citrullinés et certains auto-anticorps de patients PR reconnaissent les NET. Néanmoins, les 

mécanismes par lesquels les NET déclenchent ou perpétuent le processus inflammatoire dans 

la PR ne sont pas élucidés.  

Nous suggérons en outre, qu’indépendamment des ACPA les NET peuvent directement 

activer certaines cellules en exposant des molécules immuno-modulatrices. Par conséquent, 

nous avons analysé de manière approfondie les propriétés antigéniques et inflammatoires des 

NET chez 157 donneurs. Nous avons montré ici que les PNN de patients PR produisent plus 

de NET que les PNN de donneurs sains (DS). Les immunoglobulines G des patients PR 

ACPA-positifs reconnaissent spécifiquement les NET. Les NET de patients PR et de DS 

activent à la fois les macrophages et les PNN au repos (provenant de patients PR et de DS), 

conduisant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et la surexpression de molécules de 

surface, mais cet effet est plus important avec des NET PR. L'activation cellulaire par les 

NET se  produit indépendamment des ACPA ou de l'acidification endosomale. La protéine du 

complément C1q augmente l'activité stimulatrice des NET sur les macrophages, qui est 

renforcée par le peptide antimicrobien LL-37. Par contre, les NET inhibent spécifiquement la 

sécrétion d'interleukine (IL)-6 induite par le lipopolysaccharide (LPS) par les macrophages (et 

non par les PNN), en particulier avec C1q et LL-37. Ainsi, les NET pourraient favoriser une 

réponse auto-immunite dans la PR, car les ACPA reconnaîssent les antigènes des NET mais 

pas les PNN non-activés. Indépendamment des ACPA, les NET peuvent moduler 

l'inflammation chronique dans la PR via leur double activité, car ils possèdent des propriétés 

pro- et anti-inflammatoires en fonction du type de cellule cible, de leur niveau d'activation et 

des cofacteurs tels que C1q et LL-37. L'excès de NETose associé à une activité accrue des 

NET semblent participer à la pathogenèse de la PR à différents niveaux. 
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Main text 

Introduction 

 

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) belong to the first line of defense against pathogens. 

They are the first cells recruited to most inflammatory sites and sustain inflammation notably 

by chemoattracting the pro-inflammatory Th17 lymphocytes (1). Moreover, PMN can be 

activated by endogenous factors such as danger-associated molecular patterns. However, 

excessive PMN activation or impaired resolution of inflammation may be deleterious. 

Therefore, PMN activity requires a tight regulation. Among the different mechanisms 

triggered, neutrophil extracellular traps (NET) are chromatin fragments composed of DNA 

and associated proteins expelled by activated PMN. This process, NETosis, was initially 

described as an innate immunity mechanism involved in the defense against bacteria (2). 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory and autoimmune disease leading to joint 

destruction whose etiology is still unknown. RA affects 0.3-1 % of adults and is characterized 

by the production of the disease-specific anti-citrullinated protein antibodies (ACPA) which 

are useful for both diagnosis and prognosis. For example, a subset of those autoantibodies 

recognizes citrullinated vimentin and may be pathogenic by inducing osteoclastogenesis (3). 

Moreover, immune complexes made of ACPA and citrullinated fibrinogen, which are present 

in the synovial tissue of RA patients, induce macrophage activation (4), especially in the 

presence of immunoglobulin (Ig) M rheumatoid factor (5), another autoantibody produced in 

RA. However, the stimuli and the mechanisms triggering ACPA production are still unknown. 

Particularly, the reason why citrullination, a post-translational modification of proteins 

mediated by peptidylarginine deiminase (PAD) enzymes, leads to ACPA production (and/or 

is the target of ACPA) in RA is unknown. As NETosis is a process associated with protein 

citrullination (6) and ACPA recognize citrullinated proteins, NET might play a crucial role in 

RA pathogenesis. Indeed, NET might be a source of citrullinated autoantigens and 

neoepitopes (7) and might be either targets for ACPA or at the origin of ACPA induction by 

favoring the breach of immune tolerance. Both situations might be deleterious, leading 

directly or indirectly to downstream pathogenic events. In addition, NETosis is associated 

with the release of active PAD and the latter is present in RA synovial fluid (8) and might 

citrullinate local autoantigens. Recently, spontaneous and lipopolysaccharide (LPS)-induced 

NETosis have been shown to be stronger in vitro with PMN from RA patients in comparison 

to osteoarthritis patients (9). Similar results were obtained for spontaneous NETosis with 

PMN from arthritic versus naïve mice (10). Moreover, RA immunoglobulin (Ig) G stimulate 
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NETosis of RA and healthy donor (HD) PMN (9). Particularly, RA antibodies recognize 

citrullinated histone H4 contained in NET (11). Citrullination in NET is however less intense 

than during hypercitrullination observed in defective mitophagy or leukotoxic 

hypercitrullination (12). Independently of citrullination, NET might also contain stimulatory 

proteins. 

PMN are activated in RA and depletion of PMN in RA mouse models impairs disease 

development (13). PMN have particular functions in RA, like differentiation in dendritic cell 

(DC)-like cells (14), secretion of the pro-inflammatory cytokine interleukin (IL)-17A (15) or 

expression of RANKL (16), suggesting a role in osteoclast activation and joint destruction. 

Likewise, we have shown that activated RA PMN secrete interferon (IFN)-α (17). 

Interestingly, both numerous PMN and soluble chromatin are present in the synovial fluid of 

RA patients (18). Moreover, chromatin-containing immune complexes are deposited in 

affected joints of RA patients (19). It is tempting to speculate that part of the chromatin might 

come from NET derived from locally present and activated PMN and that those NET, free or 

in immune complexes, might be involved in the inflammatory process. Indeed, we have 

previously demonstrated that free extracellular chromatin directly activates DC (20) as well as 

PMN (21) in a Toll-like receptor (TLR) 9-independent manner (22). 

Although a major function of NET is to neutralize bacteria, NETosis or an excess of NET 

may be pathogenic in some cases. In systemic lupus erythematosus (SLE), impaired clearance 

of NET is associated with the production of anti-NET antibodies and nephritis development 

(23).  Moreover, free NET and especially NET in immune complexes trigger the production 

of IFN-α, a key cytokine in SLE, by plasmacytoid DC (24, 25). However, it was recently 

shown that the clearance of NET from healthy subjects by HD macrophages does not lead to 

the secretion of pro-inflammatory cytokines (26) and even that such NET impair the LPS-

mediated activation of HD DC (27). On the other hand, NET are immunogenic and capable to 

prime T lymphocytes (28). Therefore, in addition to the pathogenic activity of NET-

containing immune complexes, we hypothesized that free NET might directly activate 

leukocytes in some pathological situations and particularly in RA. We have thus tested and 

compared the differential antigenic and inflammatory properties of NET from HD and RA 

patients on target cells from HD and RA patients using primary cells from 157 donors. 

Moreover, we describe complement C1q/LL-37-dependent but ACPA-independent and 

endosomal acidification-independent mechanisms triggering either pro- or anti-inflammatory 

responses, thus demonstrating a dual activity of NET. Our results suggest that abnormal 

clearance of NET strongly influences innate immune responses. Particularly, RA PMN 

produce more NET and more active NET. 
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Results 

 

NET from both RA patients and healthy donors are antigenic and strongly 

as well as specifically recognized by IgG autoantibodies ACPA- RA patients 

To determine whether NET are preferentially recognized by ACPA from RA patients, and 

whether RA NET are more antigenic, NETosis was induced in vitro by phorbol myristate 

acetate (PMA). We first verified that we induced typical NET structures. We indeed observed 

chromatin fibers with activated PMN, as evidenced by the merged signal upon co-staining of 

DNA and histones (Fig. 1A, arrows). NET were then stained with IgG purified from either 

ACPA-positive RA patients or ACPA-negative patients suffering from other rheumatic 

diseases and analyzed by fluorescence microscopy. In contrast to ACPA-negative IgG (Fig. 

1C), ACPA-positive IgG strongly recognize NET structures (Fig. 1B, arrows), i.e. the 

chromatin filaments, as demonstrated by the merged signal upon DNA staining. As a control, 

we observed no binding of IgG purified from HD on NET (Fig. 1D). NET staining was 

reproduced with 22 donors (11 RA patients and 11 HD) in 20 independent experiments. The 

staining with ACPA-positive IgG from RA patients was stronger than with ACPA-negative 

IgG in 15 out of 22 cases (68 %; p < 0.0001; 95 % confidence interval = 0.45-0.86), 

suggesting that NET expose antigenic and citrullinated structures at the surface recognized by 

RA autoantibodies. By comparing NET induced using PMN isolated from RA patients and 

HD, we observed that ACPA-positive IgG from RA patients recognize both RA NET (in 9 out 

of 11 patients) and HD NET (in 9 out of 11 HD). This indicates that, once NETosis is 

triggered, HD NET are as antigenic as RA NET thereby suggesting that the key antigenic 

event is the induction of NETosis. These observations are based on the percentage of positive 

stainings and not on the staining intensity, as we consider that the former is more reliable. On 

the contrary, ACPA-positive IgG do not bind to non-activated PMN as demonstrated by flow 

cytometry (Fig. 1E), indicating that they specifically recognize NET. Gated monocytes 

(expressing the high affinity IgG receptor CD64) pre-incubated with human immunoglobulins 

were used as a positive control for the secondary antibody (Fig. 1F). Those results represent 

the most detailed comparison of RA autoantibody recognition of HD versus RA NET. 
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RA patients have an increased capacity to produce NET compared with 

healthy donors 

To test whether NET are immunostimulatory, we first established a protocol allowing the 

isolation of enriched and concentrated NET. Indeed, several protocols and approaches have 

been described but some of them might not be optimal to analyze the effects of NET on target 

cells in co-culture. For example, some studies use the cell culture supernatants of PMA-

activated PMN which actually contain some PMN-derived DNA but also cytokines induced 

by PMA as well as PMA itself. Others use a protocol similar to ours but did not verify the 

cytokine content in NET preparations. Some groups directly co-culture target cells with 

activated PMN to induce NETosis and use NETosis inhibitors to prove the observed effects 

are NET-dependent; however, we observed that some of those inhibitors not only inhibit 

NETosis but also cytokine release during PMN activation (Supplementary Fig. 1A). In 

addition, we observed that co-cultures obtained by adding target cells on surface-adherent 

NET are also not optimal because part of the PMA or the cytokines secreted by activated 

PMN bind to plastic/glass (Supplementary Fig. 1B). Recently, it was also reported that 

NETosis may be confounded with hypercitrullination, e.g. after stimulation by calcium 

ionophores (12). In NETosis, citrullination occurs but is relatively low and restricted to some 

proteins in contrast to leucotoxic hypercitrullination, and the DNA released is associated with 

histones (as shown in Fig. 1A) in contrast to defective mitophagy. Moreover, NETosis is 

NADPH oxidase-dependent. We therefore optimized the protocol and included controls to 

obtain better defined NET, which we call soluble NET, as opposed to NET attached to glass 

for microscopy analysis. We used the best characterized NETosis inducer (apart bacteria), 

namely PMA. Figure 2 summarizes the protocol (Fig. 2A) and depicts a typical biochemical 

analysis of soluble NET. This protocol was highly reproducible, giving soluble NET 

composed of DNA from ~ 100 base pairs (bp) to ~ 400 bp (Fig. 2C) with individual bands 

(and not a smear) and a characteristic protein content (Fig. 2D). No DNA was detected in 

supernatants, but only after mild deoxyribonuclease 1 (DNase 1) digestion of glass-adherent 

NET, and NET induction was blocked by the NADPH oxidase inhibitor diphenylene 

iodonium (DPI, Fig. 2B and Supplementary Fig. 1C), in agreement with a role of reactive 

oxygen species in NETosis (29). Soluble NET were further characterized by Western blot 

(Fig. 2E). Both HD and RA NET contain histones as expected (top), including low levels of 

citrullinated histone H3 (bottom). As already reported, histones are partially cleaved during 

NETosis and are therefore smaller in comparison to the positive controls (total histones and 

nucleohistones). Altogether, similar NET characteristics were observed with HD and RA 

PMN. However and importantly, RA PMN produce significantly more soluble NET upon 
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activation than PMN from HD (Fig. 2F, n = 58, p < 0.05). Interestingly, as shown by the 

correlation matrix (Supplementary Fig. 2), the concentration of soluble NET prepared in vitro 

from RA PMN is positively correlated with the concentration of circulating PMN in patients, 

although NET were always prepared from the same number of PMN. Moreover, the 

“neutrophil” cluster (represented by the NET concentration and PMN count) appears also 

positively correlated with the “inflammation” cluster (represented by ESR, CRP and DAS28) 

in RA patients. 

NET from both RA patients and healthy donors activate healthy donor and 

RA steady-state PMN as well as macrophages, but RA NET are more 

stimulatory 

We then tested the stimulatory activity of soluble NET on human inflammatory cells, 

focusing on two cell types involved in RA pathogenesis. NET activated both macrophages 

(Fig. 3A, B and S3) and PMN (Fig. 3C, D and G), as evidenced by the secretion of the pro-

inflammatory cytokine IL-8 (macrophages and PMN, Fig. 3A-D) and up-regulation of CD11b 

(PMN, Fig. 3G) or HLA class I/class II and CD86 (macrophages, Supplementary Fig. 3), 

indicating that NET are pro-inflammatory. Tumor necrosis factor (TNF) (macrophages and 

PMN) and IL-6 (macrophages) were also induced by NET, to a lesser but still significant 

extent, whereas minimal secretion of the immunomodulatory cytokine IL-10 (especially in 

comparison to IL-8) was observed (Supplementary Fig. 4). Interestingly, soluble NET 

prepared with PMN from both HD and RA patients induce cell activation indicating that both 

HD and RA NET have stimulatory properties. In addition, we show that target cells (PMN 

and macrophages) from both HD (Fig. 3A, C, G) and RA patients (Fig. 3B, D, G) respond to 

the stimulation by HD or RA NET. When RA PMN are used as target cells, activation may 

appear lower because those cells are pre-activated (as shown by the spontaneous IL-8 release) 

and therefore probably partly exhausted and less responsive to stimulation. These results 

suggest that a key pathogenic event in RA patients is the triggering of NETosis and the 

quantity of NET released rather than the ability to respond to NET. As controls, we first 

verified that the buffers used to enrich soluble NET do not alter the response of target cells 

(which is the true negative control for estimating NET-induced cell activation) and second 

that the cytokine detected after PMN and macrophage activation is not simply due to the 

passive transfer of the cytokine present in NET preparations but is really secreted by target 

cells (see also Figure 7). For example, IL-8 concentrations measured in the NET purification 

buffer or in HD NET and RA NET cultured without target cells are 0, 0.26, and 0.43 ng/ml 

respectively in the cultures with HD macrophages (Fig. 3A) or PMN (Fig. 3C). By using the 

NET buffer control, we thus also verified that PMA is not transferred in soluble NET after 
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washes. Next, we have demonstrated that when glass-adherent NET are not detached by 

DNase 1 treatment after PMA is washed out, no soluble NET are transferred onto target cells 

and no activation is induced (Supplementary Fig. 5). Likewise, when soluble NET are 

degraded due to overdigestion by DNase 1 (after PMA is washed out), they lose most of their 

activating potential (Supplementary Fig. 6). All these controls show that the identified 

stimulatory activity originates solely from NET. 

The global analysis of all results from experiments testing the activity of NET (all RA and 

HD NET) demonstrates that NET significantly activate macrophages (Fig. 3E, p < 0.05 vs. the 

NET purification buffer, data pooled from 23 independent experiments) and PMN (Fig. 3F, p 

< 0.001 vs. the NET purification buffer, data pooled from 21 other independent experiments), 

leading to IL-8 secretion. Then, in the 14 independent experiments (among Fig. 3E and F) in 

which we compared HD and RA NET on the same target cells from the same donor (HD 

macrophages or PMN, cell activation estimated by IL-8 secretion, HD and RA NET tested at 

the same concentration), we  have demonstrated that RA NET are more stimulatory than HD 

NET. We indeed showed that RA NET induce a stronger IL-8 secretion (Fig. 3H), indicating 

that RA NET have a significantly higher activity than HD NET (p < 0.05) and suggesting that 

RA NET are potentially more pathogenic. 

Polyclonal ACPA are not required for strong NET-induced cell activation 

Because NET are antigenic (Fig. 1) and because PMN as well as macrophages express Fc 

receptors, we next investigated whether immune complex formation with ACPA modulates 

NET activity. Soluble NET (or the NET buffer) were thus pre-incubated with ACPA-positive 

IgG (or the IgG buffer) for 1 hour at 37° C and then macrophages or PMN were added to the 

cell culture plate. As described above, both PMN (Fig. 4A) and macrophages (Fig. 4B) were 

activated by NET, as shown by IL-8 detection, but in both cases cell activation was not 

significantly enhanced in the presence of ACPA. Similar results were obtained with both HD 

and RA NET. Therefore, soluble NET directly activate macrophages or PMN and recognition 

by ACPA is not required for a strong stimulatory activity of NET. 

The C1q complement protein enhances the NET-induced IL-8 secretion by 

macrophages 

C1q has been shown to bind DNA (30, 31) and to deposit onto NET (32). Moreover, we 

observed that C1q also interacts with purified chromatin (manuscript in preparation) and C1q 

genetic variants are associated with RA (33). As C1q is produced in RA synovium (34) and 

because PMN and macrophages express cell surface C1q receptors, we thus tested whether 
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C1q favors NET-induced cell activation. Interestingly, whereas C1q did not significantly 

influence PMN activation by NET (Fig. 5A), macrophage activation by NET was 

significantly much stronger in the presence of C1q (Fig. 5B, p < 0.05). Importantly, C1q alone 

did not activate macrophages. Anew, similar results were obtained with both HD and RA 

NET. 

To explain the different modulatory activity of C1q on NET-mediated activation of PMN and 

macrophages, we measured the C1q-binding capacity, which reflects the global expression of 

all cell surface C1q receptors. Interestingly, C1q binding was observed with both PMN and 

monocytes which were used as precursors to prepare macrophages, but the percentage of 

monocytes expressing C1q receptors was higher than that of PMN (Fig. 5C, 45.1 % vs. 23.3 

%, n = 59 donors, p < 0.0001). Similar results were obtained when comparing monocytes and 

PMN from HD or RA patients. In addition, we have clearly shown that macrophages express 

higher amount of C1q receptors than both monocytes and PMN (Supplementary Fig. 7A, p < 

0.005) and that macrophages acquire high expression of C1q receptors during differentiation 

from monocytes (Supplementary Fig. 7B, p < 0.05). 

To support our hypothesis on the involvement of C1q receptors, we have shown that blocking 

or saturating C1q receptors (by pre-incubating target cells with an excess of C1q) specifically 

reduces macrophage activation by NET but not by LPS (Fig. 5D). Thus, our results suggest 

that C1q facilitates NET-induced activation of cells expressing high levels of C1q receptors, 

presumably by bridging NET to the target cells. 

LL-37 supports the C1q-enhanced IL-8 secretion by macrophages in 

response to NET 

We next tested whether another co-factor might work in combination with C1q to enhance the 

NET-induced IL-8 secretion by macrophages. We focused on the antimicrobial peptide LL-37 

because it also binds DNA, it has both pro- and anti-inflammatory properties and, in 

particular, it is produced by PMN and macrophages, which also express LL-37 receptors. In 

addition, LL-37 expression is induced in RA synovial membranes (35), especially in PMN 

and macrophages (36). Although LL-37 has little effect on NET-induced IL-8 secretion by 

macrophages (Fig. 6A), the combination of C1q with LL-37 (Fig. 6B) significantly increases 

IL-8 production by NET-stimulated macrophages as compared to C1q alone. This LL-37 

effect is specific to NET, as LPS activation was not significantly influenced by LL-37, and 

was not observed with PMN (Supplementary Fig. 8). As LL-37 by itself does not enhance 

NET-induced macrophage and PMN activation, we verified that LL-37 is active. Indeed, it 

directly induces a moderate but significant IL-6 secretion by PMN and, in addition, it inhibits 
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PMN response to LPS (Fig. 6C). Again, to support a role of LL-37 receptors in the 

recognition of NET by target cells in combination with C1q, we have shown that blocking or 

saturating LL-37 receptors (by pre-incubating target cells with an excess of LL-37) 

specifically reduces macrophage activation by NET (Fig. 6D). 

NET-induced cell activation occurs independently of endosomal 

acidification 

Because the response to NET may require endocytosis and degradation of NET, we analyzed 

the influence of endolysosomal acidification. Moreover, NET are composed of DNA and may 

therefore trigger cell activation through endosomal TLR9, which requires endosomal 

acidification. We therefore tested whether endosomal acidification is necessary for NET-

induced cell activation. For example, PMN are typical phagocytic cells which express most 

TLR (except TLR3 (37)) and strongly respond to TLR agonists, whereas macrophages 

express TLR4, TLR7, TLR8 and TLR9, among others. Cell activation by NET was observed 

both in the presence and absence of ammonium chloride (NH4Cl), an inhibitor of endosomal 

acidification (Fig. 7). As a control, activation through endosomal TLR7/8 by the R848 agonist 

was completely inhibited by ammonium chloride, whereas triggering of cell surface TLR4 by 

LPS was not influenced. Similar results were obtained with HD and RA PMN or 

macrophages. Thus, NET-induced cell activation occurs independently of endosomal 

acidification. This result suggests that endosomal TLR7/8/9 are not involved in triggering 

PMN (Fig. 7A) or macrophage (Fig. 7B) activation in response to NET. The incubation of 

NET without PMN or macrophages confirms that IL-8 is not transferred with NET but is 

really produced by activated cells. 

NET are also anti-inflammatory 

Finally, we tested whether NET may on the opposite modulate the LPS-induced cell 

activation and the secretion of other cytokines. Interestingly, NET inhibit IL-6 secretion of 

LPS-activated macrophages (Fig. 8A) and are therefore also anti-inflammatory. This was 

observed with both HD and RA NET (both being significant vs. the purification buffer, Fig. 

8B) and on both HD and RA macrophages (p < 0.0001 for pooled data). Only IL-6 was down-

regulated, whereas IL-8 and TNF were normally secreted (Supplementary Fig. 9). Although 

this effect was not significantly influenced by C1q alone (Supplementary Fig. 10), the NET-

mediated inhibition of IL-6 secretion was strongly enhanced in the presence of both C1q and 

LL-37 (Fig. 8C, p < 0.01 for LPS with NET vs LPS with NET, C1q and LL-37). On the 

contrary, LPS-mediated activation of PMN was not inhibited by NET, as IL-8 and TNF were 

normally secreted and IL-6 was not inhibited (Supplementary Fig. 11). Importantly, the NET-
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mediated inhibition of IL-6 secretion was accompanied by the simultaneous increased 

secretion of the immunomodulatory cytokine IL-10 by LPS-activated macrophages (Fig. 8D, 

p < 0.05 for NET vs. the purification buffer), reinforcing the anti-inflammatory potential of 

NET, although this was not affected by C1q and LL-37. 
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Discussion 

 

In the present study, we demonstrate for the first time that NET are pro-inflammatory and 

activate steady-state PMN and macrophages. Particularly, we show that, compared to HD, 

PMN from RA patients produce more NET, and that those NET more potently activate PMN 

and macrophages. We also show that NET are specifically recognized by ACPA-positive IgG 

from RA patients and are therefore potentially antigenic in RA. Importantly, we report a dual 

activity of NET since we show that NET are also potentially endowed with anti-inflammatory 

functions, as they inhibit IL-6 secretion and at the same time increase IL-10 secretion by 

activated macrophages. Moreover, we dissected how NET mechanistically affect 

inflammatory cells and showed that NET activation of macrophages and PMN is independent 

of immune complex and of endosomal acidification. Conversely, C1q complement protein 

reinforces the pro- or anti-inflammatory response of macrophages to NET, especially when 

helped by LL-37. This is, globally, the largest analysis comparing RA and HD NET on RA 

and HD target cells reported so far. 

Accumulating evidence supports the functions of NETosis in the defense against bacteria. 

However, the consequences of uncontrolled NETosis or the potential pathogenic effects of 

NET in autoimmune diseases are less understood. It has been shown that NET may be 

involved in fibrosis (38), gout (39), as well as in SLE (40) and in RA (9), mostly promoting 

inflammation. Nevertheless, at very high concentration as in gout only, NET may participate 

in the resolution of inflammation (41). Therefore, immunoregulatory properties of NET need 

to be further investigated. 

In RA, NET might be a source of citrullinated autoantigens and thus involved in the triggering 

of ACPA production. If recognized by ACPA, NET might also be involved in downstream 

pathogenic events, like complement activation by NET-ACPA immune complexes. 

Importantly, PMN from RA patients exhibit an enhanced capacity to spontaneous NETosis 

(42). In our work, the ACPA staining was particularly observed on NET fibers (and not on 

non-activated PMN) and was significantly much lower with ACPA-negative IgG from 

patients with other rheumatic conditions, whereas IgG from healthy individuals gave no 

signal. The low signal observed with ACPA-negative IgG is probably due to other antibody 

specificities present in the serum pool, such as anti-chromatin autoantibodies in lupus 

patients. Interestingly, we clearly show that NET from both HD and RA patients are 

recognized by ACPA-positive IgG, indicating that once NETosis is triggered, HD NET are as 

antigenic as RA NET. 
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We next demonstrated that NET are not only recognized by autoantibodies but are also 

directly stimulatory and clearly pro-inflammatory. They indeed activate steady-state PMN and 

macrophages, leading to the secretion of pro-inflammatory cytokines and up-regulation of 

activation markers. Particularly, macrophages acquire a phenotype of activated antigen-

presenting cells, which may contribute to the breach of tolerance. Anew, both HD and RA 

NET have inflammatory properties, but RA NET are more stimulatory than HD NET. Cells 

from both HD and RA patients respond similarly to NET, excluding an intrinsic difference in 

RA cell response to NET. These results suggest that the NETosis process is not fundamentally 

altered in RA but, rather, that increased levels of NETosis, together with a higher stimulatory 

activity, probably due to a slightly different composition of NET, may be pathogenic in RA 

patients. 

We also report that NET-ACPA immune complex formation is not required to trigger a strong 

activation of PMN or macrophages, although we have shown that ACPA do bind NET. NET 

might therefore also be pathogenic in the absence of ACPA, which may happen either in 

ACPA-negative RA patients or in the early phases of disease, before ACPA are produced. 

However, ACPA may support cell activation by NET in particular conditions. Moreover, it is 

possible that the density of immune complexes reached in vitro is not optimal to enhance cell 

activation, although the concentrations used both for ACPA and NET were elevated. 

Likewise, cell activation may be stronger with monoclonal ACPA and vary depending on 

their antigenic specificities. In addition, we have excluded that endosomal acidification is 

important for NET-mediated cell activation, suggesting that activation does not occur through 

recognition of the DNA moiety of NET by endosomal TLR9 or recognition of other NET 

components by other endosomal TLR. On the contrary, we have demonstrated that the C1q 

complement protein enhances the NET-induced activation of macrophages with high 

expression of C1q receptors, which is further potentiated by LL-37, suggesting that C1q/LL-

37 connect both partners. Thus, C1q and LL-37 may behave as NET transporters for 

macrophages. 

Nevertheless, we also show that in some cases NET are anti-inflammatory, as recently 

suggested (41). This property was only observed with strongly-activated macrophages (after 

LPS stimulation). IL-6, but not IL-8 nor TNF, was partly inhibited and inhibition was stronger 

with both C1q and LL-37. On the contrary, IL-10 was induced. According to Schauer et al. 

(41), we can exclude cytokine degradation by NET-derived proteases as TNF secretion by 

LPS-activated macrophages was not affected by NET (Supplementary Fig. 9). Likewise, NET 

from HD have been reported to inhibit the LPS-induced activation of DC (27). We can also 

exclude LPS neutralization by NET as IL-8 secretion by LPS-activated macrophages was not 
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affected by NET, showing that macrophages are truly activated (Supplementary Fig. 9). Thus, 

a fine control is probably required in vivo to determine whether NET should trigger pro- or 

anti-inflammatory responses. This control might rely on a balance between the stimuli, the 

cell types, the activation level of the target cells and the presence of co-factors like C1q and 

LL-37 that might bind NET, as summarized in Supplementary Figure 12. 

In contrast to some recent studies (26, 27), we show that immune cells are activated by NET. 

There are several explanations for this only apparent discrepancy. First of all, and as 

explained above, we have tried to optimize the preparation of NET, meaning that we used a 

slightly different protocol (DNase I digestion or no digestion versus other nucleases, PMA 

versus other stimuli as calcium ionophore), and we have included several controls to prove the 

immunoregulatory activity of NET (preparations without PMN or with non-activated PMN). 

Moreover, we have analyzed different cytokines (IL-8 production by macrophages), other 

pathways (endosomal TLR and ACPA) and especially different target cells (PMN). In 

addition to these studies, we emphasize a mechanism depending on C1q and LL-37 as well as 

a dual activity of NET according to their environment. But a particular added value of the 

present report is the study on a large scale of the antigenicity of NET, the comparison of HD 

and RA NET as well as HD and RA target cells for the immunoregulatory NET activity. 

Particularly, all experiments were performed with primary cells (NETosis and cell activation) 

and we analyzed and compared two types of pro-inflammatory target cells (PMN and 

macrophages). Similarly, RA NET were very recently shown to up-regulate HLA class II on 

DC (10) and fibroblasts (43). 

There are a few limitations in our study. Ideally, staining of NET and cell activation assays 

with NET should be performed with purified ACPA instead of IgG purified from ACPA-

positive RA patients in order to determine whether NET form pathogenic immune complexes. 

In addition, ACPA with different antigen specificities should be compared. 

Direct clinical implications arise from these findings because pathogenicity of anti-

citrullinated protein immunization has been confirmed in RA (44). However, not all the 

involved mechanisms are elucidated, yet. Further studies will be required to determine 

whether NETosis is pathogenic through its pro-inflammatory activity or by triggering ACPA 

production or simply as a target of ACPA, or the combination of both. The precise 

comprehension of NET pathogenic role may help define whether NET may constitute a 

potential therapeutic target for future treatments. Influence of currently used biologic 

therapies on NET activity also deserves further studies. 
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In conclusion, NET are antigenic, immunogenic (according to other studies), pro-

inflammatory and therefore potentially pathogenic, even if they may control activation of 

strongly-stimulated cells. Further experiments will be required to determine whether NET 

induce ACPA production and what are the downstream consequences of ACPA binding to 

NET in the pathophysiology of RA, such as complement activation. 
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Methods 

Human samples.  

A total number of 157 donors (62 RA patients and 95 HD) have been tested in the present 

study to delineate the regulatory properties of NETosis (as detailed below, other donors were 

used to purify IgG). EDTA-blood from random, healthy individuals (blood bank of Bobigny) 

and RA patients (Rheumatology Department, Avicenne Hospital, Bobigny) was used. RA 

patients fulfilled the American College of Rheumatology-European League Against 

Rheumatism 2010 criteria. Characteristics of the 42 RA patients specifically used to prepare 

soluble NET are presented in supplementary Table 1 (additional patients were used to prepare 

cells tested in culture with these NET). We endeavored to focus on RA patients that were not 

treated with biologic therapy. Thirty-four HD were used to prepare control NET. 

IgG were purified from a pool of sera from additional ACPA-positive RA patients and from 

ACPA-negative patients with rheumatic diseases by affinity chromatography on protein G 

columns as previously described after screening for ACPA reactivity both by 

immunofluorescence and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (4). Commercial IgG 

(Sigma-Aldrich) purified from HD were used as controls. 

 

Cell isolation and culture. 

 PMN and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were freshly isolated by dextran 

sedimentation (Axis Shield) from peripheral blood of HD and RA patients (17). 

Contaminating red blood cells were lysed using ACK hemolysis buffer (NH4Cl, KHCO3, and 

EDTA). Monocytes were purified from PBMC by positive selection using CD14 magnetic 

beads (Miltenyi Biotec). Cell purities were estimated by flow cytometry. Monocytes (defined 

as CD14+ cells, purity > 95 % of living cells) were differentiated into macrophages by 

culturing in X-vivo 15 medium (Lonza) in the presence of 100 ng/ml macrophage colony-

stimulating factor (Immunotools) for 7 days in perfluoroalkoxy polymer culture inserts 

(Savillex). PMN (defined as CD3-, CD19-, CD56-, CD11b+, CD66b+ cells, purity > 95 % of 

living cells, 106 cells/ml) and macrophages (0.75 x 106 cells/ml) were cultured in RPMI 1640 

medium (Gibco) supplemented with 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (PAN) or 

X-vivo 15 medium (Lonza), respectively, with soluble NET (50 % v/v, i.e. 9-20 µg/ml final) 

or the NET purification buffer (see below) in the presence/absence of 100 µg/ml purified 

human IgG (ACPA-positive IgG, ACPA-negative IgG or normal IgG), LPS from S. 

typhimurium (5 or 250 ng/ml for PMN or macrophages, respectively), 0.25 µg/ml R848, 50 



Résultats                                                                                                              Article soumis 

185 

 

µg/ml purified human C1q (all from Sigma-Aldrich) or 10 µg/ml LL-37 (InvivoGen). To 

allow interaction, soluble NET and IgG were pre-incubated for 1 hour at 37° C before 

addition of cells. In some cases, cells were pre-incubated for 30 minutes at 37° C with 

ammonium chloride (2-8 mM) to inhibit endosomal acidification. For blocking experiments, 

cells were pre-incubated for 2 hours with an excess of C1q or LL-37 to saturate C1q or LL-37 

receptors and then stimulated. Cell activation was estimated after 4-14 hours (PMN) or 48 

hours (macrophages) by flow cytometry and by measuring cytokine secretion by ELISA (after 

14 or 24 hours for PMN or macrophages, respectively). 

 

NETosis induction, immunostaining and analysis by fluorescence 

microscopy.  

Freshly isolated PMN were seeded on poly-L-lysine-coated (0.001 %, Sigma-Aldrich) 

borosilicate chamber slides (NUNC), settled for 30 minutes and activated by 50 nM PMA in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10 % heat-inactivated FCS. After 2 hours, 

supernatants were discarded, NET were fixed with 4 % paraformaldehyde and washed. The 

chamber slides were blocked with 2 % bovine serum albumin (Sigma-Aldrich), 2 % heat-

inactivated goat serum (Eurobio), 0.2 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and NET were stained 

with 100 µg/ml purified IgG (from either ACPA-positive RA patients or ACPA-negative 

rheumatic patients or HD) followed by an AlexaFluor568-conjugated anti-human IgG 

antibody (Life Technologies, catalog number A21090). Alternatively, NET were stained with 

an anti-histones monoclonal antibody (mAb) (clone H11-4, pan histones, Millipore) followed 

by an AlexaFluor568-conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody (Life 

Technologies, catalog number A11004). After washing, NET were also stained with the Sytox 

green DNA dye (Life Technologies) and analyzed on a Zeiss Axioskop fluorescence 

microscope. Stainings were evaluated in a blind and independent manner by two persons. 

 

Soluble NET preparation.  

NETosis was induced in vitro by PMA on poly-L-lysine-adherent PMN as described above 

except that PMN were cultured without FCS. In some cases, NETosis was induced in the 

presence of 100 µM DPI (Sigma-Aldrich) to block NETosis. To produce soluble NET, 

supernatants were discarded after 4 hours, chambers were washed twice with phosphate-

buffered saline (PBS) and NET were detached from glass by mild DNase 1 digestion (Sigma-

Aldrich, 5 U/ml, 15 min) in PBS. The reaction was stopped by 3 mM EDTA and supernatants 
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containing soluble NET were harvested and centrifuged at 300 g for 10 min. The upper phase 

was collected and NET were enriched by a second centrifugation step (16,000 g, 10 min) and 

again the upper phase was harvested and frozen. As a control, the same procedure was 

followed but without PMN in order to prepare the corresponding NET buffer. NET were 

quantified by fluorescence in a microplate reader (using PicoGreen, a dye for the 

quantification of soluble double-stranded DNA, Life Technologies) and by spectrophotometry 

(NanoDrop technology) and characterized by 16% SDS-PAGE and 1.5% agarose gel. 

Preparations ranging from 18 to 40 µg/ml (of DNA, as determined by spectrophotometry by 

measuring optical density at 260 nm) were used in cell cultures. 

 

Flow cytometry, Western-blot and ELISA.  

See supplementary methods. 

 

Statistical analysis.  

The proportions of positive NET stainings with ACPA-positive IgG from RA patients versus 

ACPA-negative IgG were compared by two-sided Fisher’s exact test and analyzed by 

calculating the confidence interval using a 95 % confidence level. The percentages of C1q-

binding PMN and monocytes were compared using a two-tailed Mann-Whitney test. C1q 

receptor expression levels (mean fluorescence intensity) by cell subsets were compared using 

a two-tailed Mann-Whitney test or a two-tailed Wilcoxon signed rank test. Concentrations of 

soluble NET produced by HD and RA PMN were compared using a two-tailed Mann-

Whitney test. IL-8, IL-6 and TNF concentrations measured for macrophages or PMN cultured 

in NET buffer versus NET were compared using a two-tailed Mann-Whitney test. To compare 

the activity of NET prepared from HD or RA patients, we only used the experiments in which 

HD NET and RA NET were tested by pairs in the same experiment, at the same concentration 

and on the same cells (macrophages or PMN). The levels of IL-8 induction by pairs of HD vs. 

RA NET were analyzed by a two-tailed Wilcoxon signed rank test. To determine the effect of 

C1q/LL-37 on NET activity in cultures of macrophages or PMN, the level of IL-8 induced by 

NET vs. the purification buffer or IL-6 induced by LPS (data pooled from experiments with 

HD and RA NET) in the presence of C1q/LL-37 was compared to that without C1q/LL-37 

and data were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test or a two-tailed unpaired t-test 

with or without Welch’s correction after having checked that both groups follow a Gaussian 

distribution. The impact of NET on LPS-induced IL-6 and IL-10 secretion by macrophages 
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was estimated by comparing IL-6/IL-10 concentrations in cultures with LPS in the presence 

of NET or the purification buffer (with/without LL-37/C1q) using a two-tailed unpaired t-test 

with/without Welch’s correction. Correlations between quantitative parameters were assessed 

by using two-tailed Spearman tests. Data were analyzed using GraphPad Prism software 

version 5 and p values below 0.05 were considered significant. Correlation matrix was 

represented with Genesis software (Institute of Genomics and Bioinformatics, Gratz, Austria). 

 

Study approval. 

 Experiments with human cells were approved by the local ethics committee CPP Paris Ile de 

France (NI-2016-11-01) and informed consents of the donors were collected. 
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Supplementary Methods. 

 

Supplementary Fig. 1. NADPH oxidase inhibitors block both cytokine release and NETosis 

by activated PMN, whereas adsorbed PMA artificially stimulates target cells directly co-

cultured on adherent NET. 

Supplementary Fig. 2. Spearman-correlation matrix of clinical parameters and soluble NET 

prepared in vitro for the 42 RA patients described in Supplementary Table 1. 

Supplementary Fig. 3. NET-activated macrophages up-regulate HLA class I and II as well as 

CD86. 

Supplementary Fig. 4. TNF, IL-6 and IL-10 secretion by NET-stimulated macrophages and 

PMN. 

Supplementary Fig. 5. Obtainment of soluble NET and stimulatory activity require DNase 1 

treatment. 

Supplementary Fig. 6. Soluble NET overdigested by DNase 1 lose their stimulatory activity. 

Supplementary Fig. 7. Macrophages express higher levels of cell surface C1q receptors than 

monocytes or PMN. 

Supplementary Fig. 8. LL-37 does not support IL-8 secretion by PMN in response to NET and 

C1q. 

Supplementary Fig. 9. NET do not alter IL-8 and TNF secretion by LPS-activated 

macrophages. 

Supplementary Fig. 10. C1q alone does not enhance the NET-mediated inhibition of IL-6 

secretion by LPS-activated macrophages. 

Supplementary Fig. 11. LPS-mediated activation of PMN is not inhibited by NET. 

Supplementary Fig. 12. Dual activity of NET. 

Suplementary Table 1. Characteristics of RA patients used to prepare soluble NET for cell 

activation studies. 
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Figure 1. IgG from ACPA-positive RA patients strongly and specifically 

recognize NET.  

 

(A) Typical chromatin fibers observed upon NETosis. PMN were freshly isolated from a HD, 

seeded on poly-L-lysine-coated chamber slides and activated by PMA to induce NETosis. 

After 2 hours, NET (arrows) were stained with a DNA dye (green) and an anti-histones 

monoclonal antibody followed by an AlexaFluor568-conjugated anti-mouse secondary 

antibody (red) and analyzed by fluorescence microscopy. The individual fluorescence 

channels (right) and the merged signals (left) are depicted. (B-D) PMN were freshly isolated 

from a HD and NETosis was induced as in (A). After 2 hours, NET were stained with a DNA 

dye (green) and with IgG purified from ACPA-positive RA patients (B, arrows) or from 

ACPA-negative patients with rheumatic diseases (C) or from HD (D) followed by an 

AlexaFluor568-conjugated anti-human IgG antibody (red) and analyzed by fluorescence 

microscopy. NET are the green chromatin filaments. The individual fluorescence channels 

(right) and the merged signals (left) are depicted. Shown is one representative result from 22 

independent donors (11 HD and 11 RA patients) for whom NET have been induced and 

stained in 20 independent experiments. (E, F) Freshly isolated PMN (E) and PBMC (F) were 

untreated and stained ex vivo. PMN (E) were stained with a PE-conjugated F(ab’)2 anti-

human IgG alone (purple) or together with ACPA-positive IgG (green), ACPA-negative IgG 

(blue) or normal IgG (red) and analyzed by flow cytometry. The black histogram represents 

unstained cells. In (F), cells were pre-incubated with human Ig and directly stained with the 

PE-conjugated F(ab’)2 anti-human IgG alone (purple). Monocytes were CD14-gated. The 

black histogram represents unstained cells. 
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Figure 2. Characterization of soluble NET and higher yield of production 

by PMN from RA patients versus healthy donors. 

 

 (A) HD or RA PMN were seeded on poly-L-lysine-coated chamber slides and activated by 

PMA for 4 hours to induce NETosis (A.1), or left untreated or activated in the presence of 

diphenylene iodonium (DPI, 100 µM), a NADPH oxidase inhibitor (A.2). As a negative 

control, soluble NET production was performed without PMN (A.3). Culture supernatants 

(sup.) were collected and chambers were washed. PMN were then treated with 

deoxyribonuclease 1 (DNase 1), the reaction was stopped by 3 mM EDTA and detached 

soluble NET were collected and centrifuged at 300 g and 16,000 g. NET were quantified on a 

fluorometer (B and F) using PicoGreen (RFU, relative fluorescence units) and by 

spectrophotometry and were analyzed on 1.5 % agarose gel (C) and 16 % SDS-PAGE (D). In 

(C) and (D): left lane, molecular weight markers; right lane, soluble NET; bp, base pair. 

Shown is one representative experiment of 74 independent experiments (except (B), 15 

independent experiments testing sup. and DPI) using cells from independent donors (controls 

or RA patients). Mean and SD are shown. (E) Western blot demonstrating the presence of 

histones (citrullinated or not) in HD and RA soluble NET. Purified histones (H), 

nucleohistones (NH) as well as soluble NET from a healthy donor (HD NET) or RA patient 

(RA NET) were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF membrane and probed for 

total histones (hist., top) or citrullinated histone H3 (cit. H3, bottom). MW, molecular weight 

markers; α-, anti. Shown is one representative experiment of 4 independent experiments using 

4 pairs of HD and RA NET. (F) RA PMN produce more NET than HD PMN. Soluble NET 

were prepared from 58 independent donors (29 HD and 29 RA patients, from the 74 tested as 

in (C) and (D)) using freshly isolated PMN (3 x 106 cells in all cases) stimulated with PMA. 

Concentrations of NET DNA were determined by fluorescence using PicoGreen and 

according to a standard curve of purified DNA. *, p < 0.05 (two-tailed Mann-Whitney test). 

Mean and SEM are shown. HD, healthy donor; RA, rheumatoid arthritis patient. 
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Figure 3. Soluble NET activate PMN and macrophages and RA NET are 

more stimulatory than NET from healthy donors.  

 

(A-D, G) Monocyte-derived macrophages (A, B) and primary PMN (C, D, G) were prepared 

from HD (A, C, G) or RA patients (B, D, G) and cultured with soluble NET from HD or RA 

patients, the NET purification buffer, or LPS. Cell activation was estimated by measuring IL-

8 secretion by ELISA (A-D) and CD11b up-regulation (on PMN) by flow cytometry (G). 

Shown is one representative experiment of at least 3 independent experiments for each panel. 

Mean and SD of triplicates are shown. MFI, mean fluorescence intensity. (E, F) Pooled data 

(RA and HD NET) showing the NET-mediated IL-8 induction in macrophages (E, p < 0.05 

(*, two-tailed Mann-Whitney test), n = 23 pairs of NET buffer/NET preparations tested on 23 

independent HD/RA macrophage donors) and PMN (F, p < 0.001 (**, two-tailed Mann-

Whitney test), n = 21 pairs of NET buffer/NET preparations tested on 21 independent HD/RA 

PMN donors). Each symbol represents one donor tested with one NET preparation or its 

purification buffer. Mean and SEM are shown. (H) HD NET and RA NET were tested by 

pairs (at the same concentration) on HD macrophages or PMN in 14 independent 

experiments. IL-8 secretion was determined for each pair of NET and compared by a two-

tailed Wilcoxon signed rank test (*, p < 0.05). Each line represents a pair of RA NET/HD 

NET and data are pooled from 10 experiments with macrophages and 4 experiments with 

PMN. HD, healthy donor; RA, rheumatoid arthritis patient. 
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Figure 4. Immune complex formation with polyclonal ACPA does not 

increase NET-induced cell activation. 

 

 Primary PMN (A) and monocyte-derived macrophages (B) were prepared from HD and 

cultured with soluble NET, the NET purification buffer, or LPS with ACPA-positive IgG 

(black bars) or with the IgG buffer (hatched bars). To favor immune complex formation, 

soluble NET and ACPA were pre-incubated before addition of cells. Cell activation was 

estimated by measuring IL-8 secretion by ELISA. Shown is one representative experiment of 

at least 3 independent experiments for each panel and using 5 donors tested with 5 NET 

preparations. Mean and SD are shown. ACPA, purified IgG containing anti-citrullinated 

protein antibodies. 
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Figure 5. C1q enhances the NET-induced activation of cells expressing high 

levels of cell surface C1q receptors.  

 

Primary PMN (A) and monocyte-derived macrophages (B) were prepared from HD and 

cultured with soluble NET, the NET purification buffer, or LPS in the presence (black bars) or 

absence (hatched bars) of C1q. Cell activation was estimated by measuring IL-8 secretion by 

ELISA. Shown is one representative experiment (left) and pooled NET data (right) of at least 

6 independent experiments for each panel and using 4 macrophage donors tested with 5 NET 

preparations and 3 PMN donors tested with 5 NET preparations. Results are presented as fold 

increases relative to NET buffer. *, p < 0.05 (two-tailed Mann-Whitney test). Mean and SD 

(SEM for pooled data) are shown. (C) The C1q-binding capacity of PMN and monocytes was 

determined in 59 human blood donors (controls and RA patients). For each donor, PMN and 

monocytes were compared (**, p < 0.0001, all monocytes vs. all PMN, two-tailed Mann-

Whitney test). Mean and SEM are shown. (D) Monocyte-derived macrophages were pre-

incubated (black bars) or not (white bars) with an excess of C1q for 2 hours and then activated 

or not with NET or LPS. IL-8 was quantified by ELISA. Shown is one representative 

experiment out of two (depicting mean and SD). HD, healthy donor; RA, rheumatoid arthritis 

patient. 
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Figure 6. C1q in combination with LL-37 further enhance 

macrophage response to NET.  

 

Monocyte-derived macrophages (A, B) and primary PMN (C) were prepared from HD and 

RA patients. Macrophages were cultured with soluble NET, the NET purification buffer, or 

LPS in the absence (A, white bars) or presence of LL-37 (A, black bars), C1q (B, white bars) 

or C1q together with LL-37 (B, black bars). PMN were cultured in medium alone or LPS, 

with LL-37 (C, black bars) or not (C, white bars). Cell activation was estimated by measuring 

IL-8 or IL-6 secretion by ELISA. Shown are pooled data from 5 independent experiments (5 

macrophage donors tested with 5 NET preparations) and from 3 independent experiments (3 

PMN donors). Similar results were obtained with HD and RA cells. Mean and SEM are 

shown. *, p < 0.05; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001 (two-tailed Mann-Whitney test or two-

tailed unpaired t-test, with or without Welch’s correction); N.S., not significant. (D) 

Monocyte-derived macrophages were pre-incubated (black bars) or not (white bars) with an 

excess of LL-37 for 2 hours and then activated or not with NET or LPS. IL-8 was quantified 

by ELISA. Shown is one representative experiment out of two (depicting mean and SD). 



Résultats                                                                                                              Article soumis 

204 

 

 

 

Figure 7. NET activate PMN and macrophages independently of 

endosomal acidification. 

 

 Primary PMN (A) and monocyte-derived macrophages (B) were prepared from HD and 

cultured with soluble NET, the NET purification buffer, TLR7/8 (R848) or TLR4 (LPS) 

agonists, in the presence (black bars) or absence (hatched bars) of ammonium chloride 

(NH4Cl, inhibitor of endosomal acidification). Cell activation was estimated by measuring IL-

8 secretion by ELISA. As a control, NET were incubated without (w/o) PMN or macrophages 

(MΦ). Shown is one representative experiment of 5 independent experiments using 5 PMN 

donors tested with 2 NET preparations and of 3 independent experiments using 3 macrophage 

donors tested with 2 additional NET preparations. Mean and SD are shown. 
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Figure 8. NET possess an anti-inflammatory activity which is 

amplified by C1q and LL-37. 

 

 Monocyte-derived macrophages were prepared from HD or RA patients and cultured in 

medium only or with soluble NET or the NET purification buffer, in the presence of LPS (A, 

B) or in the presence of LPS with or without C1q and LL-37 (C, D). Cell activation was 

estimated by measuring IL-6 and IL-10 secretion by ELISA. Shown is one representative 

experiment (A) and the 19 data pooled from 11 independent experiments using 13 

macrophage donors tested with 12 (HD and RA) NET preparations (B). Asterisks indicate p < 

0.05 for LPS with NET vs. LPS with the purification buffer (*, p < 0.05 for HD NET, two-

tailed Mann-Whitney test; **, p < 0.005 for RA NET; ***, p < 0.0001 for all NET; two-tailed 

unpaired t-tests with Welch’s correction). Panel (C) shows the increase of the NET anti-

inflammatory activity by C1q and LL-37, whereas panel (D) highlights the simultaneous 

induction of IL-10. Shown are pooled data from 3 independent experiments (3 macrophage 

donors tested with 3 NET preparations). *, p < 0.05 (two-tailed unpaired t-test); **, p < 0.01; 

***, p < 0.0001 (two-tailed unpaired t-tests with Welch’s correction). Mean and SD (A) or 

SEM (B, C, D) are shown. HD, healthy donor; RA, rheumatoid arthritis patient. 
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Supplementary Information 

Supplementary Methods 

 

Flow cytometry.  

Phenotype and purity of PMN and monocytes was determined by staining with mAb specific 

for CD66b (FITC-conjugated, clone G10F5) or CD14 (PE-conjugated, clone M5E2), 

respectively, or the corresponding isotype control, at 4° C in staining buffer (PBS containing 

5 % heat-inactivated FCS, 100 µg/ml human -globulin (Calbiochem), 0.02 % sodium azide) 

and according to classical protocols. Cell viability was estimated by propidium iodide 

staining. PMN activation was analyzed by staining with mAb specific for CD66b (FITC-

conjugated) and CD11b (PE-conjugated, clone ICRF44). CD11b expression was estimated on 

CD66b-positive cells. Macrophage activation was analyzed by staining with mAb specific for 

CD86 (AlexaFluor647-conjugated, clone IT2.2), HLA class I (anti-HLA-ABC, PE-Cy5-

conjugated, clone G46-2.6) and HLA class II (anti-HLA-DR, APC-Cy7-conjugated, clone 

L243). All antibodies were purchased from BD Biosciences (except anti-HLA-ABC, 

BioLegend). To estimate IgG/ACPA binding on untreated PMN and PBMC, cells were 

saturated in staining buffer for 20 minutes at 4° C, washed, stained ex vivo with the different 

purified IgG (0 or 300 µg/ml in staining buffer at 4° C), washed and incubated with a PE-

conjugated goat F(ab’)2 anti-human IgG (Beckman Coulter, catalog number 732595). In 

PBMC, monocytes were gated. 

The total expression of C1q receptors was quantified on primary monocytes and PMN by 

measuring the capacity to bind C1q. EDTA whole blood was used to minimize manipulations 

and was stained ex vivo directly after lysis of erythrocytes. Whole blood cells were saturated 

in staining buffer (containing bovine serum albumin instead of FCS/ -globulin) for 20 

minutes at 4° C, washed and incubated in staining buffer containing 0 or 25 µg/ml purified 

C1q for 30 minutes at 4° C to avoid uptake. After washing, cells were stained with a FITC-

conjugated anti-human C1q antibody (AHP033F, AbD Serotec) and analyzed by flow 

cytometry for the FITC fluorescence on gated PMN or monocytes. Cell identity was 

confirmed by CD66b or CD14 staining, respectively. Dead cells were excluded by propidium 

iodide staining. In some experiments, purified PMN, purified monocytes and monocyte-

derived macrophages were analyzed as above to evaluate C1q receptor expression. The 

capacity to bind C1q is defined as: (% of FITC-positive cells incubated with C1q) - (% of 

FITC-positive cells incubated without C1q). Expression levels of C1q receptors are 

determined by the FITC mean fluorescence intensity. 
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Cells were analyzed on a four-color FACSCalibur or a eight-color FACSCanto II apparatus 

(Becton Dickinson). Data were evaluated with CellQuest Pro software (Becton Dickinson) or 

Weasel. 

 

Western-blot. 

 Soluble NET (0.8 µg) prepared from freshly isolated normal and RA PMN, purified total 

histones (Roche, 0.3 µg) and nucleohistone (Sigma-Aldrich, 0.3 µg) were separated on a 4-15 

% SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane using Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System (Bio-Rad) according to the manufacturer's instructions. After saturation with Tris-

buffered saline containing 0.05 % Tween 20 (TBS-T) and 5 % non-fat milk, membranes were 

incubated (overnight, 4°C) with primary antibodies (either anti-histone mAb, clone H11-4, 

pan histones, Merck Millipore, 2 µg/ml, or anti-citrullinated histone H3, ab5103, polyclonal, 

Abcam, 3 µg/ml). After washing with TBS-T, bound antibodies were detected using 

secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase (goat anti-mouse IgG (Jackson 

ImmunoResearch, 1:5,000) or goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz, 1:2,500)) and revealed with 

the ECL select detection system (Amersham) using an imaging system (ChemiDoc MP, Bio-

Rad) and analyzed with Image Lab software (Bio-Rad). 

 

ELISA.  

Detection of IL-8, IL-6, IL-10 and TNF secretion by human PMN and macrophages was 

analyzed by sandwich ELISA using OptEIA set or mAb pairs and streptavidin-peroxidase 

conjugate from BD Biosciences or eBioscience and according to the manufacturer’s 

instructions. Cytokine concentrations in cell culture supernatants are depicted as mean ± 

standard deviation or standard error of the mean of triplicates. 
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Supplementary Figure 1. NADPH oxidase inhibitors block both cytokine 

release and NETosis by activated PMN, whereas adsorbed PMA artificially 

stimulates target cells directly co-cultured on adherent NET.  

(A) IL-8 secretion is inhibited by a NADPH oxidase inhibitor. PMN were cultured in medium 

alone, LPS, or LPS with diphenylene iodonium (DPI, 100 µM). After 14 hours, cell culture 

supernatants were collected and IL-8 was quantified by ELISA. Shown is one representative 

experiment of 3 independent experiments. Mean and SD of triplicates are shown. (B) 

Potential unwanted activation of target cells by residual plastic-bound PMA. Poly-L-lysine-

coated chamber slides were incubated with medium (without PMN) supplemented with 

different PMA concentrations (black bars) for 4 hours (like in the NETosis induction 

protocol). Medium was collected, chambers were washed and then PMN (target cells) were 

added and cultured in medium alone for 14 hours. Cell culture supernatants were collected 

and IL-8 was quantified by ELISA. As a control, PMN were directly cultured in chamber 

slides and stimulated with PMA (white bars). Although chambers were washed, part of the 

PMA is absorbed and is clearly capable of activating PMN, even if direct stimulation of PMN 

by PMA is more efficient. Shown is one representative experiment of 3 independent 

experiments. (C) NETosis is not triggered in the presence of a NADPH oxidase inhibitor. 

PMN were seeded on poly-L-lysine-coated chamber slides. Adherent PMN were activated by 

PMA for 4 hours to induce NETosis in the presence/absence of DPI (100 µM). Culture 

supernatants were collected and chambers were washed. PMN were then treated with 

deoxyribonuclease 1, the reaction was stopped by 3 mM EDTA and detached soluble NET 

were collected and centrifuged at 300 g and 16,000 g. NET were analyzed on a 1.5 % agarose 

gel. Left lane, molecular weight (MW) markers; middle and right lanes, PMN activated by 

PMA in the absence/presence of DPI, respectively. Shown is one representative experiment of 

6 independent experiments using cells from independent donors (healthy donors or RA 

patients). bp, base pair. 
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Supplementary Figure 2. Spearman-correlation matrix of clinical 

parameters and soluble NET prepared in vitro for the 42 RA patients 

described in Table S1.  

 

Each colored square illustrates the correlation between two parameters. Red color illustrates a 

strong positive correlation, and green color illustrates a strong negative correlation. A two-

tailed Spearman test was applied. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (< 0.0001 for 

DAS28 vs. CRP). ESR, erythrocyte sedimentation rate; CRP, C-reactive protein; DAS28, 

disease activity score of 28 joints; NET concentration, µg/ml of soluble NET prepared in 

vitro; PMN count, concentration of circulating PMN; ACPA, anti-citrullinated protein 

antibodies (U, units); RF, rheumatoid factor (U, units). All values refer to the date of blood 

collection, except ACPA/RF history (history of positivity). 
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Supplementary Figure 3. NET-activated macrophages up-regulate HLA 

class I and II as well as CD86.  

 

Monocyte-derived macrophages were cultured in medium alone, the NET purification buffer 

or soluble NET and then analyzed by flow cytometry. (A) HLA-ABC expression after 72 

hours. (B) Percentages of macrophages with high HLA-ABC expression and positive for 

CD86 after 48 hours. (C) Representative flow cytometry histogram showing HLA-ABC up-

regulation after culture with NET (pink) as compared with medium only (black) or NET 

purification buffer (green). (D) HLA-DR expression after 48 hours. (E) Representative flow 

cytometry histogram showing HLA-DR up-regulation after culture with NET (pink) as 

compared with medium only (black) or NET purification buffer (green). Shown is one 

representative experiment out of three. Similar results were obtained with normal vs. RA NET 

and normal vs. RA macrophages. Mean and SD are presented. MFI, mean fluorescence 

intensity. 
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Supplementary Figure 4. TNF, IL-6 and IL-10 secretion by NET-stimulated 

macrophages and PMN.  

 

Monocyte-derived macrophages (A) and primary PMN (B) were cultured in medium alone, 

soluble NET, the NET purification buffer, or LPS. Cytokine secretion was estimated by 

ELISA. For TNF and IL-6, data are pooled from 17 (A) and 10 (B) independent experiments 

using independent donors (mean and SEM are shown). *, p < 0.05; **, p < 0.005 (two-tailed 

Mann-Whitney test). For IL-10, shown is one representative experiment out of three depicting 

mean and SD. 
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Supplementary Figure 5. Obtainment of soluble NET and stimulatory 

activity require DNase 1 treatment.  

 

Freshly isolated PMN were activated with PMA for 4 hours to induce NETosis. After 

collection of supernatants and washes, adherent NET were treated or not with DNase 1 to 

detach or not NET and produce soluble NET or not. Both preparations were then treated with 

EDTA and centrifuged as in Figure 2. (A) Preparations obtained with/without DNase 1 

treatment were analyzed on a 1.5 % agarose gel. Without DNase 1 treatment, no soluble NET 

were obtained. This was confirmed by measuring DNA concentrations by spectrophotometry: 

23.5 µg/ml (with DNase 1) vs. 0.1 µg/ml (without DNase 1). MW, molecular weight markers; 

bp, base pair. (B) Only soluble NET obtained thanks to DNase 1 treatment (black bars) 

activate targets cells. Freshly isolated PMN were cultured with preparations described in (A) 

and cell activation was determined by measuring IL-8 secretion by ELISA. LPS was used as a 

positive control. Shown is one representative experiment of 4 independent experiments using 

two pairs of NET prepared with or without DNase 1. Mean and SD are shown. 
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Supplementary Figure 6. Soluble NET overdigested by DNase 1 lose their 

stimulatory activity. 

 

 Freshly isolated PMN were activated with PMA for 4 hours to induce NETosis. After 

collection of supernatants and washes, adherent NET were treated with DNase 1 for 15 

minutes to detach NET and produce soluble NET (short DNase 1 treatment) or incubated for 

30 minutes with DNase 1 to degrade soluble NET (long DNase 1 treatment). Both 

preparations were then treated with EDTA and centrifuged as in Figure 2. (A) Preparations 

obtained by short or long DNase 1 treatment were analyzed on a 1.5 % agarose gel. After the 

long DNase 1 treatment, NET DNA was nearly completely digested. This was confirmed by 

measuring DNA concentrations by spectrophotometry: 20.0 µg/ml (15 min DNase 1) vs. 7.1 

µg/ml (30 min DNase 1). MW, molecular weight markers; bp, base pair. (B) Only soluble 

NET obtained after 15 minutes of DNase 1 treatment (black bars) efficiently activate targets 

cells, whereas those overdigested after 30 minutes (white bars) are nearly devoid of 

stimulatory activity (68.2 % reduction of IL-8 induction). Monocyte-derived macrophages 

were cultured with preparations described in (A) and cell activation was determined by 

measuring IL-8 secretion by ELISA. LPS was used as a positive control. Shown is one 

representative experiment of 2 independent experiments. Mean and SEM are shown. 
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Supplementary Figure 7. Macrophages express higher levels of cell surface 

C1q receptors than monocytes or PMN. 

 

 (A) Purified primary monocytes (Mono), monocyte-derived macrophages (MDM) and 

isolated primary PMN were prepared from 6 independent donors (3 healthy donors (black 

symbols) and 3 RA patients (red symbols)) and expression levels of C1q receptors (C1qR) 

were analyzed. For each donor, cell subsets were compared (**, p < 0.005 for MDM vs. 

Mono, for Mono vs. PMN and for MDM vs. PMN, two-tailed Mann-Whitney test). Mean and 

SEM are shown. (B) For each donor, C1q receptor expression levels were compared in 

primary monocytes ex vivo and in MDM after differentiation from those monocytes in culture 

(*, p < 0.05, two-tailed Wilcoxon signed rank test). Each line represents one donor. Data are 

from 6 independent experiments. MFI, mean fluorescence intensity. 

  



Résultats                                                                                                              Article soumis 

215 

 

 

 

Supplementary Figure 8. LL-37 does not support IL-8 secretion by PMN in 

response to NET and C1q.  

 

Primary PMN were prepared from HD and RA patients and were cultured with soluble NET, 

the NET purification buffer, or LPS in the presence of C1q (white bars) or C1q together with 

LL-37 (black bars). Cell activation was estimated by measuring IL-8 secretion by ELISA. 

Shown are pooled data from 3 independent experiments (3 PMN donors tested with 3 NET 

preparations). Similar results were obtained with HD and RA cells. Mean and SEM are 

shown. 
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Supplementary Figure 9. NET do not alter IL-8 and TNF secretion by LPS-

activated macrophages.  

 

Monocyte-derived macrophages were prepared from HD and RA patients and were cultured 

in medium alone or with LPS, in the presence of soluble NET (black bars) or the NET 

purification buffer (white bars). Cell activation was estimated by measuring IL-8 (A) or TNF 

(B) secretion by ELISA. Shown are pooled data from 3 independent experiments (3 

macrophage donors tested with 3 NET preparations). Similar results were obtained with HD 

and RA cells as well as with HD and RA NET. Mean and SD are shown. 
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Supplementary Figure 10. C1q alone does not enhance the NET-mediated 

inhibition of IL-6 secretion by LPS-activated macrophages. 

 

 Monocyte-derived macrophages were prepared from HD and were cultured in medium alone, 

with LPS and the NET purification buffer, or with LPS and soluble NET, in the presence 

(black bars) or not (white bars) of C1q. Cell activation was estimated by measuring IL-6 

secretion by ELISA. Shown is one representative experiment of 4 independent experiments (2 

macrophage donors tested with 4 NET preparations). Similar results were obtained with HD 

and RA NET. Mean and SD of triplicates are shown. 
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Supplementary Figure 11. LPS-mediated activation of PMN is not inhibited 

by NET.  

 

Primary PMN were prepared from HD and were cultured in medium alone or LPS in the 

presence of soluble NET (black bars) or the NET purification buffer (white bars). Cell 

activation was estimated by measuring IL-8 (A), TNF (B) and IL-6 (C) secretion by ELISA. 

Shown is one representative experiment of 3 independent experiments (3 PMN donors tested 

with 3 NET preparations). Mean and SD of triplicates are shown. 
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Supplementary Figure 12. Dual activity of NET. 

 Activated PMN enter NETosis in response to some stimuli. In RA, PMN are significantly 

more sensitive to NETosis triggering. These NET directly activate (pink arrows) steady state 

PMN (left) and macrophages (MΦ, right), leading to strong IL-8, TNF and IL-6 secretion 

(three important cytokines in RA) but low IL-10 induction, i.e. a pro-inflammatory profile. In 

addition, RA NET are significantly more stimulatory than normal NET. Although NET are 

recognized by ACPA, the resulting immune complexes do not clearly enhance PMN and MΦ 

response to NET. Likewise, endosomal TLR are probably not involved in NET sensing. 

Regarding MΦ, NET-induced activation is specifically increased in the presence of DNA-

binding molecules like C1q and LL-37 (blue arrows). C1q in combination with LL-37 carry 

NET to PMN and MΦ which express surface C1q and LL-37 receptors (C1qR, LL-37-R). 

Because MΦ express much more C1qR than PMN, MΦ (and not PMN) activation by NET is 

enhanced by C1q or C1q/LL-37. On the contrary, NET induce an anti-inflammatory profile in 

strongly-activated MΦ but not PMN (green arrows). Indeed, NET specifically (partly) inhibit 

secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-6 by MΦ in response to LPS, especially in the 

presence of both C1q and LL-37, and inversely enhance IL-10 secretion by those MΦ. 
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Supplementary Table 1. Characteristics of RA patients used to prepare 

soluble NET for cell activation studies. 

 

 

RA, rheumatoid arthritis; RF, rheumatoid factor; ACPA, anti-citrullinated protein antibodies; 

CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; DMARD, disease-modifying 

anti-rheumatic drug; DAS28, disease activity score of 28 joints. All values refer to the date of 

blood collection, except RF and ACPA (history of positivity). “1”/”0” means yes/no. 
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B.  Article en préparation :  

Les NET activent de manière différentielle 

les sous-populations de cellules myéloîdes 

 

Sarra Seninet 

 

1. INTRODUCTION 

La PR est une maladie inflammatoire chronique qui se développe à cause d’une rupture de 

tolérance vis-à-vis des auto-antigènes, menant à la production d'auto-anticorps ciblant des 

protéines ayant des modifications post-traductionnelles telles que la citrullination et la 

carbamylation (Alivernini et al., 2018). 

L’étiologie da la PR est inconnue mais il a été rapporté que celle-ci represente une maladie 

multifactorielle faisant intervenir dans sa pathogénèse des prédispositions génétiques (par 

exemple l’antigène leucocytaire humain DR-4 (HLA-DR4) en particulier DRB1*0401 (Okada 

et al., 2014), mais aussi des facteurs environnementaux et comportemantaux tels que le 

tabagisme et les infections par Porphyromonas gingivalis, via peut être l’augmentation du 

phénomène de citrullination formant ainsi de nouveaux épitopes qui se lient 

préférentiellement aux molécules HLA-DR (par exemple DRB1*0401) par rapport à la forme 

native (Klareskog et al., 2006; Wegner et al., 2010). 

Les anticorps dirigés contre les protéines citrullinées sont hautement spécifiques de la PR et 

reconnaissent ces épitopes portant la citrulline (Makrygiannakis et al., 2006). Les protéines 

citrullinées et les complexes immuns contenant divers antigènes citrullinés ont une 

immunogénicité et une arthritogénicité accrues, et leur présence dans les articulations 

arthritiques est en corrélation avec la sévérité de la maladie. Ces antigènes comprennent la 

vimentine, l'antithrombine, l'α-énolase, le fibrinogène (Kinloch et al., 2005; Sokolove et al., 

2011) et nous supposons aussi les NET. 
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Les enzymes peptidylarginine déiminase (PAD) 2 et 4 génèrent ces protéines citrullinées. 

Elles sont exprimées dans les cellules myéloïdes (Jones et al., 2009) et sont détectés dans la 

synoviale rhumatoïde (Foulquier et al., 2007). Les NET sont libérés via une forme de « mort » 

cellulaire appelée NETose. Ces NET représentent un réseau de chromatine décondensée 

décorée de peptides antimicrobiens présents dans les granules des neutrophiles (Brinkmann et 

al., 2004). Les PAD sont en partie activées puis relarguées lors de la NETose. 

Nous avons montré que les PNN de patients PR produisent plus de NET que ceux de 

donneurs sains et que ces NET sont antigéniques, car reconnus par les ACPA, mais aussi pro-

inflammatoires permettant l’activation des PNN et des MФ via l’induction de la sécrétion de 

médiateurs pro-inflammatoires tels que l’IL-8, l’IL6 et le TNF-α. 

De plus, il a été montré que les NET sont capables d’induire la sécrétion d’autres cytokines 

pro-inflammatoires, à savoir l’IL-1β et l’IL-18, via l’activation d’inflammasome mais sur des 

MФ “primés“ par du LPS (Kahlenberg et al., 2013) et sur des lignées macrophagiques (Hu et 

al., 2017). C’est pour cela que nous avons entrepris d’évaluer la sécrétion d’IL-1β par des 

cellules primaires (MФ et PNN). 

Au cours du développement de la PR, un afflux important de monocytes sanguins entraine 

une augmentation dans le nombre de MФ, particulièrement dans la synoviale, qui adoptent 

préférentiellement un phénotype pro-inflammatoire (MФ M1) grâce aux signaux locaux 

(Herenius et al., 2011). Ces MФ produisent des métalloprotéinases et des cytokines telles que 

le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6, responsables de la destruction du cartilage (Kinne et al., 2007). Des 

MФ anti-inflammatoires M2 sont présents au cours de la PR, mais l'activité IL-10, 

caractéristique des MФ M2, est relativement diminuée chez les patients atteints de PR par 

rapport aux individus sains (Kennedy et al., 2011). Par ailleurs, les souris déficientes en IL-10 

développent une arthrite expérimentale exacerbée, et le phénotype des MФ synoviaux chez 

ces souris est déplacé vers le phénotype M1 pro-inflammatoire (Ye et al., 2014). De ce fait, 

nous avons voulu caractériser précisément l’effet des NET mais cette fois-ci sur les sous-

populations macrophagiques afin de vérifier s’ils favorisent l’activité pro-inflammatoires des 

M1 ou au contraire agissent via leur propriétés anti-inflammatoires, comme nous l’avons 

montré sur les MФ activés par LPS (inhibition de la sécrétion d’IL-6 et augmentation de la 

production d’IL-10). 

Cet effet anti-inflammatoire des NET a été observé aussi par l’équipe du Pr Sylvie Cholet-

Martin (Barrientos et al., 2014), mais sur des monocytes dérivés en DC. Ces cellules une fois 

activées par du LPS, les NET viennent inhiber leur production en cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-12, IL-23) et diminuer l’expression d’HLA-DR, CD80, 
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CD83 et CD86. Alors que dans un modèle murin d’arthrite (AEC) l’exposition de DC à des 

NET permet une maturation de ces cellules (augmentation de l’expression d’IL-6) et cela a pu 

être confirmé dans la même étude sur des DC humaines (Papadaki et al., 2016). Puisque les 

NET peuvent avoir un rôle pro- mais aussi anti-inflammatoire en fonction de l’état 

d’activation et du type cellulaire, dans cette présente étude nous avons voulu étudier le rôle de 

ces filaments d’ADN sur la lignée myéloïde à savoir les monocytes, les MФ et les DC.  
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2. MATERIELS ET METHODES  

a) Isolement des monocytes, macrophages, neutrophiles 

et cellules dendritiques 

Les cellules sont issues du sang périphérique de donneurs sains ou de patients atteints de PR, 

qui sont obtenus respectivement de l’établissement français de sang (EFS) et du service de 

Rhumatologie de l’Hôpital Avicenne de Bobigny. Les cellules mononuclées et les PNN du 

sang périphériques (PBMC) sont isolés par centrifugation sur dextran (Axi shield) à 500g 

pendant 40 minutes. 

Les monocytes sont ensuite purifiées par tri positif CD14. L’anneau de PBMC est lavé avec 

du tampon phosphate salin (PBS, Eurobio). Les cellules sont ressuspendues dans du PBS pour 

procéder au tri positif CD14 (Miltenyi) contenant des billes magnétiques dans du tampon 

MACS (PBS, BSA 0.5% et EDTA 2mM, pH 7.2). La pureté est vérifiée par cytométrie en 

flux. 

Les monocytes sont par la suite soient différenciés en macrophages (MФ) indifférenciés en 

présence de milieu X-VIVO 15 (LONZA) pendant 7 jours en présence de M-CSF 

(Macrophage colony stimulating-factor) à 100ng/ml, en MФ polarisés (M1, M2a et M2c) avec 

du milieu IMDM (Thermofisher) contenant 10% de sérum de vœu fœtal (SVF) et du M-CSF 

pendant 4 jours puis le facteur de croissance et remplacé par des cytokines pendant 3 jours, 

l’IFN-γ, IL-4 ou l’IL-10 pour obtenir les 3 sous populations macrophagiques, respectivement. 

Le phénotype des sous populations est vérifié par cytométrie (voir page 203). Par contre, 

l’obtention des MФ et des cellules dendritiques pro-inflammatoires se fait en utilisant des 

antagonistes ou agonistes du récepteur aryl d’hycarbone (AHR), respectivement (préparés par 

Dr Elodie SEGURA, U932, Institut Curie, Paris). 

Les PNN et les NET sont produits selon les protocoles décrits dans l’article 1. 
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b) Culture des monocytes, macrophages et cellules 

dendritiques. 

Les monocytes obtenus après tri et les MФ indifférenciés sont ensuite re-suspendus dans du 

milieu X-VIVO les MФ polarisés dans du milieu IMDM avec 10% SVF et enfin les MФ et 

les DC pro-inflammatoires sont re-suspendus dans du milieu RPMI 1640 (Thermofisher) 

contenant 10% SVF. 

Chacun de ces types cellulaires (50µl) est cultivé en milieu seul (50µl) comme contrôle 

négatif ou milieu avec du LPS de Salmonella Typhimurium (5ng/ml, Invivogen) comme 

contrôle positif, 50µl de NET ou de tampon de préparation de NET correspondant, ou de 

R848 (0,5µg/ml, Alexis) qui est un agoniste du TLR7/8. La culture a été réalisée en 

présence/absence d’ATP (1mM, Sigma). Une fois tous les échantillons déposés, la plaque est 

mise à l’étuve pendant toute la nuit (24 heures, h) pour pouvoir récupérer le lendemain matin 

les surnageants de culture pour des analyses ELISA. Les cellules sont utilisées pour des 

analyses par cytométrie en flux. 

 

c) Evaluation de l’état d’activation des cellules. 

(1) Par enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, dosage de 

la production d’IL-8, IL-6, TNF-α, IL-β et IL-10). 

Comme illustré dans le Tableau 5, le coating des plaques ELISA à 96 puits se fait avec les 

anticorps de capture anti-IL-8 et anti-IL-6 (kit BD OptEIA) dilué au 1/250ème et 1/100ème, 

respectivement dans du tampon carbonate/bicarbonate (Na2CO3 15mM, NaHCO3 35mM, 

NaN3 0.02%, pH 9,6) (50µl/puits), anti-TNF-α et anti-IL10 (kit eBioscience Affymetrix, 

Thermofisher) au 1/250ème dans du “Coating buffer“ et anti-IL-1β (kit R&D DuoSet) au 

1/120ème dans du PBS 1X puis les plaques sont placées à 4°C pendant toute une nuit. Après 3 

lavages avec une solution de PBS-Tween 0,05%, les plaques sont remplies avec du tampon de 

saturation, pendant 2h à température ambiante (150µl/puits). Ensuite, ces plaques sont lavées 

trois autres fois au PBS-Tween 0,05%, pour après, ajouter les surnageants de culture des 

cellules selon les dilutions requises et sont ainsi incubées pendant 2h à température ambiante. 

Après 3 lavages avec du PBS-Tween 0,05%, les puits sont incubés pendant 1h à température 

ambiante avec un anticorps biotinylé et ensuite avec de la strepatavidine couplée à la 

peroxydase (HRP). Finalement, après 3 derniers lavages au PBS-Tween 0,05%, 50µl par puits 
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de substrat TMB (3,3’, 5,5’-tétraméthylbenzidine) sont ajoutés et laissés jusqu’à apparition de 

la coloration bleue. La réaction est stoppée avec 25µl par puits d’acide sulfurique (H2SO4) 

2N, l’absorbance est mesurée à 450nm via le logiciel Microplate Manager (BioRad) et les 

résultats sont extraits puis traités sur le logiciel EXCEL. Les concentrations en cytokine sont 

déterminées par rapport à une gamme de concentrations connues de cytokine recombinante. 

 

Tableau 5 : Représentation des différentes étapes des ELISA et dilutions de chaque anticorps 
et enzymes 

Ac : Anticorps, BSA : Albumine de sérum bovin, Carbo/Bicarbo : Carbonate bicarbonate, HRP : 
Horseradish peroxidase, IL : Interleukine, PBS : Tampon phosphate salin, TNF : Facteur de nécrose 
tumorale, TP : Tampon. 

 

(2) Par cytométrie en flux 

Après culture, le contenu cellulaire de chaque puits est divisé en deux et incubé dans du 

tampon Fluo (PBS, SVF 5%, NaN3 (azide de sodium) 0.02%, γ globuline 100µg/ml final) 

dans une plaque 96 puits à fond conique. Un puits permettra de faire le marquage avec les 

anticorps monoclonaux spécifiques (anti-CD86 phycoerythrine (PE) et anti-HLA-ABC 

phycoerythrine cyanine 5 (PE-Cy5), BD Biosciences) et le 2ème puits sera le puits contrôle, 

avec les contrôles isotypiques correspondants (IgG2bκ-PE et IgG1κ-PE-Cy5 de souris, BD 

Biosciences). En sachant que le CD86 et HLA-ABC sont respectivement une molécule de 

costimulation et une molécule de CMH de classe I, qui sont surexprimées lors de l’activation 

des MФ et DC. Après centrifugation des plaques à 1700g pendant 3min pour éliminer le 

milieu, on rajoute 150µl de tampon Fluo par puits et on laisse incuber pendant 15 min à 4°C 

pour saturer. On centrifuge une fois les plaques à 1700g pendant 3min et on rajoute par puits, 

150µl de tampon Fluo additionné de 2ul pour 100 000 cellules d’anticorps anti-CD86-PE et 
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2ul d’anticorps anti-HLA-ABC-PE-Cy5 ou 2µl de d’isotypes contrôls correspondants. Les 

plaques sont incubées pendant 25min à 4°C pour enfin être centrifugées à 1700g pendant 

3min et lavées. Après le dernier lavage, on rajoute à chaque puits 150µl de tampon Fluo, puis 

on transfert le contenu de chaque puits dans des tubes FACS pour les analyser par cytométrie 

en flux sur FACSCalibur via le logiciel CellQuestPro (BD).  

Après l’isolement des monocytes et avant culture, les cellules sont marquées par l’anticorps 

anti-CD14-PE (ou le contrôle isotypique IgG2bκ-PE) en utilisant le même protocole, afin de 

vérifier la qualité de la purification des monocytes, et pour vérifier celle des MФ polarisés on 

effectue un marquage à l’anti-CD64 fluorescein isothiocyanate (FITC), anti-CD80-PE-Cy5, 

anti-CD14-PE, anti-CD200R-Alexa-fluor 647 (Alexa 647), anti-CD163-PE et anti-CD16-PE-

Cy5 afin de vérifier la pureté de chaque sous population macrophagique. Les MФ M1 

surexpriment le CD64 et CD80, les M2a surexpriment le CD200R mais régulent négativement 

l’expression de CD14 et le CD163 ainsi que le CD16 sont hautement exprimés par les M2c. 

 

d) Préparation des MФ  et PNN de souris et induction de 

NET murins 

Les cellules sont issues de la moelle osseuse (fémur et tibia) de souris C57BL/6. Une fois 

lavées et tamisées (70µm), une lyse des globules rouges et nécessaire avant de procéder à un 

tri négatif afin d’obtenir les PNN (Miltenyi). La fraction éluée représentera nos PNN qui 

seront déposés sur des labteck afin de les stimuler pendant 16 heures avec du PMA à 100nM 

pour obtenir des sNET (NET solubles, digestion par de la DNase I) ou des aNET (NET 

attachés), comme illustré en Figure 40, et dans l’article 1.  

 La fraction retenue dans la colonne sera utilisée pour faire une différenciation 

macrophagique. Pour ce faire, ces cellules seront re-suspendues dans du milieu IMDM 

supplémenté avec 10% de SVF et contenant  du M-CSF (30ng/ml) et cultivées sept jours. Le 

phénotype des MФ (F4/80) et des PNN (Ly6G) est vérifié par cytométrie en flux. 
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3. RESULTATS 

Le but de cette étude était de mettre en évidence le rôle potentiel pro- ou anti-inflammatoire  

des “Neutrophil Extracellular traps“ sur d’autres types cellulaires et surtout les sous-

populations impliqués dans la PR à savoir les monocytes, les cellules dendritiques et les 

macrophages polarisés (pro- et anti-inflammatoires). 

Pour ce faire, nous avons cultivé des monocytes obtenus après un tri positif CD14 avec des 

NET solubles (comme défini dans l’article 1) ou autres conditions (milieu seul (“Medium“), 

contrôle positif (LPS), ou tampon de préparation des NET (“NET buffer“)). L’évaluation de la 

sécrétion de deux cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et TNF-α) par ELISA démontre l’effet 

pro-inflammatoire des NET sur les monocytes en comparaison du tampon de purification, 

comme illustré en Figure 35. L’IL-10 n’a pas été détéctée (donnée non montrée). 

 

Figure 35 : Les NET activent et ont un effet pro-inflammatoire sur les monocytes CD14+ 

 

 

(A, B) les monocytes CD14+ obtenus à partir de l’anneau de PBMC de donneurs sains ou de 

patients PR sont cultivés avec des NET de donneurs sains ou de patients PR, du tampon de 

préparation des NET (“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“) et du LPS. L’estimation de 

l’activation cellulaire a été faite par mesure de la sécrétion d’IL-8 et de TNF-α par ELISA. 

Ces résultats sont le pool de 3 expériences indépendantes avec 3 donneurs de MФ et 3 

donneurs de NET. Les résultats sont sous forme de ratios (“Fold increase“) par rapport à la 

condition milieu. Les moyennes et les écarts à la moyenne (SEM) sont représentés. 
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Précedemment (article 1) nous avons montré que les NET induisaient une importante 

production de cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-6 et TNF-α) par les PNN et les MФ en 

comparaison à la faible sécrétion d’IL-10 (une cytokine anti-inflammatoire). C’est pour cette 

raison que nous avons investigué le rôle des NET dans l’activation de l’inflammasome pour 

induire la sécrétion d’IL-1β. 

Pour cela nous avons cultivé des PNN ou des MФ indifférenciés avec des NET en présence 

ou en absence d’ATP car dans le cas d’une sécrétion d’IL-1β induite par l’inflammasome 

NLRP3, l’activation de ce dernier nécessite deux signaux : un pour l’activation de la voie du 

NF-kB qui peut se faire par des ligands de TLR tels que LPS, et un second pour 

l’oligomérisation du NLRP3 grâce à l’ATP ou l’amiante. 

Comme illustré en Figure 36, sur les deux types cellulaires, les NET induisent faiblement 

mais significativement la production d’IL-1β indépendamment de l’ATP, suggérant 

l’implication des NET dans le maintien de l’inflammation via la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires prépondérantes dans le liquide synovial. De plus, cette induction est plus forte 

en présence d’ATP (Figure 36, B, E). Comme attendu, la combinaison LPS-ATP est encore 

plus éfficace. 
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Figure 36 : Les NET solubles seuls ou en combinaison avec l’ATP activent la sécrétion d’IL-1β 
dans PNN et les MФ 

 

 

 

(A, B, C) les PNN primaires et (D, E, F) les MФ dérivés des monocytes obtenus de donneurs 

sains ou de patients PR sont cultivés avec des NET de donneurs sains ou de patients PR, du 

tampon de préparation des NET (“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“) ou du LPS, en 

présence ou en absence d’ATP. L’estimation de l’activation a été faite par mesure de la 

sécrétion d’IL-1β par ELISA. (A, B, C) n = 8 avec un pool de 8 expériences indépendantes 

sur 7 donneurs de PNN et 7 donneurs de NET. (D, E, F) n = 7 avec un pool de 7 expériences 

indépendantes sur 6 donneurs de MФ et 7 donneurs de NET. Les résultats sont sous forme de 

ratios (“Fold increase“) par rapport à la condition milieu. *, p < 0.05 (Two-tailed Wilcoxon 

test). Les moyennes et les SEM sont représentés.  
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Les MФ sont des cellules clés dans la PR, et durant cette pathologie nous pouvont retrouver 

un déséquilibre en ce qui concerne le phénotype de ces cellules, avec plus de MФ pro-

inflammatoires M1 que d’anti-inflammatoires M2. C’est pour cela nous avons voulu savoir 

sur qu’elle sous population les NET agissaient. 

Pour se faire nous avons différencié des monocytes en MФ M1 avec de l’IFN-γ.  Comme 

illustré en Figure 37, E,  les M1 obtenus expriment en effet le CD80 et le CD64, alors que les 

M2c obtenus grâce à une différenciation par l’IL-10 expriment eux le CD163 et le CD16 et 

ceux différenciés avec de l’IL-4, les M2a expriment le CD200R tout en ayant une sous-

expression de CD14. 

Les cellules une fois obtenus et caractérisées ont été mises en culture en présence de milieu, 

de tampon de purification des NET, des NET ou du LPS pour évaluer par ELISA la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et IL-1β) et anti-inflammatoires (IL-10). 

Comme illustré en Figure 37, A, les NET induisent la sécrétion d’IL-8 par les MФ M1 et non 

les M2, sans pour autant favosiser la sécrétion d’IL-10 par les MФ M2, ni les M1 (Figure 37, 

B). Cependant, les MФ M1 conservent la capacité à produire de l’IL-10 en réponse au LPS, 

alors que les MФ M2 produisent de l’IL-8 en réponse au LPS. 

Cet effet pro-inflammatoire des NET est étoffé par le résultat obtenu en Figure 38, ou les 

NET induisent la sérétion d’IL-1β par les MФ M1 en présence et même en absence d’ATP. 

Ainsi, malgré le possible effet immunomodulateur des NET sur des cellules activées (MФ et 

DC activés par LPS), ces filaments agissent préférentiellement sur les MФ M1 pro-

inflammatoires pour induire une réponse pro-inflammatoire. 

Dans nos expériences, les MФ M2a ne répondaient qu’au LPS (données non montrées) 
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Figure 37 : Les NET favorisent l’effet pro-inflammatoire de la sous population de MФ M1 
inflammatoire  

 

 

  

(A, C) les MФ pro-inflammatoires M1 (différenciés avec de l’IFN-γ) et (B, D) les MФ anti-

inflammatoires M2 (différenciés avec de l’IL-10) obtenus de donneurs sains ou de patients PR 

sont activés avec des NET de donneurs sains ou de patients PR, du tampon de purification des 

NET (“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“) ou du LPS. L’estimation de l’activation 

cellulaire de chaque population est faite par mesure de la sécrétion d’IL-8 et d’IL-10 par 

ELISA. (A, B, C, D) n = 12 avec un pool de 12 expériences indépendantes sur 12 donneurs de 

MФ et 8 donneurs de NET. *, p < 0.05 (Two-tailed Wilcoxon test). Les moyennes et les SEM 

sont représentés.  
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(E) Le phénotype des trois sous-populations macrophagiques M1 (IFN-γ), M2a (IL-4) et M2c 

(IL-10) est vérifié par cytométrie en flux grâce à un marquage par des anticorps anti-CD64-

FITC, anti-CD80-PE-CY5, anti-CD163-PE, anti-CD16-PE-CY5, anti-CD200R-Alexa-F647 et 

anti-CD14-PE en évaluant le pourcentage de cellules exprimant ces récepteurs. n = 6 avec un 

pool de 6 expériences indépendantes sur 6 donneurs de MФ de donneurs sains et de patients 

PR. Les moyennes et les SEM sont représentés.  
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Figure 38 : Les NET activent la sécrétion d’IL-1β par les MФ M1 

 

 

 

(A, B, C) les MФ pro-inflammatoires M1 (différenciés avec de l’IFN-γ) et (D, E, F) les 

macrophages MФ anti-inflammatoires M2 (différenciés avec de l’IL-10) obtenus de donneurs 

sains ou de patients PR sont cultivés avec des NET de donneurs sains ou de patients PR, du 

tampon de purification des NET (“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“)ou du LPS, en 

présence ou en absence d’ATP. L’estimation de l’activation par chacune de ces 2 populations 

est faite par mesure de la sécrétion d’IL-1β par ELISA. n = 4 avec un pool de 4 expériences 

indépendantes sur 4 donneurs de MФ et 3 donneurs de NET. Les résultats sont sous forme de 

ratios (“Fold increase“) par rapport à la condition milieu. *, p < 0.05 (Two-tailed Wilcoxon 

test). Les moyennes et les SEM sont représentés.  
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Nous avons ensuite affiné la caractérisation de cette réponse, non seulement sur les MФ, mais 

aussi les DC, également impliquées dans la PR. Nous avons étudié des sous-populations ayant 

un phénotype pro-inflammatoire, récemment identifiées (Goudot et al., 2017). 

Nous avons voulu savoir si les NET avaient un effet pro-inflammatoire sur les DC au repos 

comme montré sur les MФ en repos. 

Cela a pu être réalisé grâce à une collaboration avec le Dr Elodie SEGURA, qui nous a 

préparé des DC et des MФ à profil pro-inflammatoires, selon le protocole décrit par Goudot et 

al. (Goudot et al., 2017), comme illustré en Figure 39, G. 

Comme montré en Figure 39, la culture des DC et des MФ pro-inflammatoires avec des NET 

induit la sécrétion par ces cellules des cytokines pro-inflammatoires (IL-8 pour les DC et IL-

8, IL-6 et TNF-α par les MФ). Nous n’avons pas pu observer d’induction de l’IL-10 

Les NET sur les MФ et DC au repos induisent un profil pro-inflammatoire. Par contre, les 

MФ répondent plus fortement que les DC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats                                                                                                 Article en préparation 

236 

 

Figure 39 : Les NET induisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les MФ et les 
DC pro-inflammatoires 

 

 

 

 

(A, B, C) Les MФ pro-inflammatoires dérivés de monocytes pro-inflammatoires et (D, E, F) 

les DC pro-inflammatoires dérivées des monocytes, obtenus de donneurs sains, sont cultivés 

avec des NET de donneurs sains ou de patients PR, du tampon de purification des NET 

(“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“), du LPS ou du R848. L’estimation de l’activation 

des MФ et des DC a été faite par mesure de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-

8, IL-6 et TNF-α) par ELISA. 

 Pour (A, B, C), n = 3 avec un pool de 3 expériences indépendantes sur 3 donneurs de MФ et 

3 donneurs de NET alors que pour (D, E, F) n = 4 avec un pool de 4 expériences 

indépendantes sur 4 donneurs de DC et 4 donneurs de NET. Les moyennes et les SEM sont 

représentés.  
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(G) Le phénotype des MФ et DC pro-inflammatoires obtenus après différenciation des 

monocytes par un antagoniste ou un agoniste du ARH, respectivement, est vérifié par 

cytométrie en flux grâce à un marquage par des anticorps anti-CD16-FITC et  anti-CD1a-APC 

(allophycocyanine) en évaluant le pourcentage de cellules exprimant ces molécules (voir 

insert). Ce résultat est une expérience représentative de 4 expériences indépendantes. 
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Enfin, nous avons voulu déterminer le rôle du TLR9 dans la reconnaissance des NET. En 

effet, le TLR9 peut reconnaitre de l’ADN du soi (de mammifères) (Lamphier et al., 2006) et 

les histones (Huang et al., 2011, 2013). Pour cela, nous avons mis au point d’une part les 

cultures de MФ de souris, mais surtout la préparation de NET solubles de souris (Figure 40). 

A l’aide de ces NET de souris sauvages, nous avons cultivé des MФ de souris sauvages et 

TLR9-déficientes. Nous avons montré que les deux populations de MФ sont activées par les 

NET, comme illustré en Figure 41, alors que seuls les MФ de souris sauvages sont activés par 

l’agoniste CpG du TLR9, démontrant que le TLR9 ne reconait pas les NET. 
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Figure 40 : Caractérisation des NET murins 

 

 

 

(A) L’induction de NET de souris se fait de la même manière qu’avec des cellules humaines. 

Après isolement et tri des cellules de la moelle osseuse (tibia et fémur), les PNN sont déposés 

sur des labteck et activés avec du PMA (100nM) pendant 16h. Pour récupérer des NET 

solubles (sNET), les NET subissent une digestion partielle par de la DNase I. Par ailleurs, 

dans le cas de leur visualisation par microscopie, les NET doivent rester fixés et c’est pour 

cela qu’on parle de NET attachés (aNET). (B) Profil protéique des sNET par SDS PAGE 

(16%), (C) leur profil nucléaire par Gel agarose (1,5%), et en (E) quantification de leur 

concentration en ADN par spectrométrie (NanoDrop). (D) Marquage de l’ADN et des 

histones des aNET par du Sytox et un anticorps anti-histone, respectivement. 

PMA : Phorbol myristate acétate, DNA : Acide désoxyribonucléique, NET : “Neutrophil 

Extracellular Traps“, PM : Poids moléculaire, kD : Kilo dalton, bp : Paires de base. 
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Figure 41 : Le TLR9 n’est pas impliqué dans la reconnaissance des NET 

 

 

 

Les MФ de souris sauvages et TLR9-KO, obtenus après différenciation des cellules de la 

moelle osseuse avec du M-CSF sont cultivés avec des NET de souris sauvage, du tampon de 

purification des NET (“NET buffer“), du milieu seul (“Medium“), du LPS ou du CpG 

(agoniste du TLR9). L’estimation de l’activation des MФ a été faite par mesure de la 

sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire MIP-2 (orthologue de l’IL-8 humaine) par ELISA. 

n = 2 avec un pool de 2 expériences indépendantes sur 4 donneurs de MФ et 2 donneurs de 

NET. Les moyennes et les SEM sont représentés. 
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IV. DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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A. Les NET sont antigéniques et reconnus 

par les ACPA 

La polyarthrite rhumatoïde une énigme en ce qui concerne son déclenchement malgré les 

nombreuses avancées concernant la compréhension des mécanismes et sa définition en tant 

que maladie multifactorielle. 

C’est une maladie autoimmune caractérisée par la production d’auto-anticorps, comme les 

facteurs rhumatoïdes qui sont des IgG et plus souvent des IgM ciblant les IgG. Ces anticorps 

sont présents dans de nombreuses maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux 

systémique (Fedrigo et al., 2018), la sclérodermie (Sato et al., 1994) ou le syndrome de 

Sjogren (Peen et al., 2009). Cependant d’autres anticorps peuvent être retrouvés dans le sang 

périphérique et le liquide synovial des patients et qui sont plus spécifiques à la PR : les 

anticorps anti protéines citrullinées. 

Ces ACPA reconnaissent des antigènes du soi qui ont subi une citrullination, une modification 

post-traductionnelle permettant la transformation d’une arginine en citrulline causant ainsi 

une perte de la charge positive d’une protéine. 

Cette modification est générée par des enzymes, les peptidyl arginine déiminases, et il a été 

montré que ces enzymes sont largement exprimées par les cellules myéloïdes, telles que les 

neutrophiles qui extériorisent des “Neutrophil Extracellular Traps“ via une forme de « mort » 

cellulaire (NETose). Cette dernière a été définie par Brinkmann en 2004 comme étant un autre 

processus d’action des neutrophiles permettant de piéger et d’éliminer les bactéries 

(Brinkmann et al., 2004), en sachant que ce phénomène a été observé et décrit pour la 

première fois par Min-Fu Tsan en 1980 après activation des PNN par du phorbol myristate 

acétate (Tsan, 1980).  

De plus, la citrullination est souvent associée à la PR, car de nombreuses études rapportent la 

présence des ACPA mais aussi l’augmentation de la citrullination des protéines et de l’activité 

des PAD dans le liquide synovial de patients PR. La réaction de citrullination liée à la PR est 

médiée par deux isoformes, PAD 2 et 4, toutes deux présentes dans les PNN et qui sont les 

PAD dominantes dans le liquide synovial des patients atteints de PR (Foulquier et al., 2007; 

Wang et al., 2016). Les thérapies qui réduisent l'activité de la PAD (y compris le Cl-amidine, 

les glucocorticoïdes et le paclitaxel) sont associées à une amélioration de la maladie dans les 

modèles animaux d'arthrite (Brahn et al., 1994; Makrygiannakis et al., 2012; Willis et al., 

2011). 
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C’est pour toutes ces raisons que nous avons supposé que les NET, cette chromatine 

décondensée contenant des peptides antimicrobiens et des histones citrullinées pouvaient être 

l’auto-antigène responsable de la production d’ACPA par les lymphocytes B ou au moins être 

une une de leur cible. 

Pour ce faire, nous avons collaboré avec l’équipe du Pr Guy Serre (Université de Toulouse, 

UMR 1056 INSERM) pour tester des IgG contenant des ACPA purifiées de patients PR pour 

leur capacité à reconnaitre les NET. Nous avons pu observer par microscopie après marquage 

de ces anticorps et de l’ADN, qu’il y’avait une colocalisation des signaux alors que dans le 

cas des IgG sans ACPA issues d’autres maladies rhumatismales, nous n’observons aucune 

colocalisation entre les anticorps et les NET. Ce résultat prouve que les NET sont un antigène 

reconnu par les ACPA. 

Pour étoffer ce résulat, il faudrait mettre en évidence la ou les protéines reconnues par les 

ACPA, et comparer la composition en protéines entre les NET de donneurs sains et de 

patients PR. Pour ce faire le mieux est de faire un SDS-PAGE des sNET, probablement sur un 

gel 2D, après identification en parrallèle des bandes d’intérêt par immunoblot avec ACPA. Il 

faudra par la suite découper les bandes d’intérêt du gel et les digérer par de la trypsine afin 

d’obtenir une solution analysable au spectromètre de masse (Maldi MS/MS).  
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B. Les NET sont immunogènes et induisent la 

sécrétion d’IL-8, -6 et TNF-α  

Après avoir montré que les NET étaient antigéniques, nous nous sommes attardés sur 

l’immunogénicité de ces NET, en premier temps sur les PNN, qui sont les cellules 

prédominantes dans le liquide synovial de PR. On a donc supposé qu’une fois extériorisés, les 

NET activent à leur tour les PNN formant une boucle d’auto-activation des PNN, aggravant 

ainsi l’inflammation. 

En second temps, nous avons analysé l’effet sur les MФ car leur nombre est important dans la 

membrane synoviale enflammée et au niveau de la jonction cartilage-pannus ils sont activés 

(Bresnihan, 1999; Burmester et al., 1997) et ils répondent aux traitements antirhumatismaux. 

Nous avons supposé que les MФ pouvaient participer à la pathogénèse de la PR via leur rôle 

de présentateur d’antigène à savoir présentateur de NET aux LT et donc à l’induction de la 

production d’ACPA, et via la sécrétion de cytokines. 

Pour ce faire, nous avons cultivé des PNN et des MФ dérivés de monocytes primaires issus de 

sang périphérique de donneurs sains (Etablissement français du sang, Bobigny) ou de patients 

atteints de PR (Service de rhumatologie, Hôpital Avicenne, Bobigny). Ces MФ ont été 

différenciés soit avec du M-CSF, ou avec un antagonsite du récepteur aryl hudrocarbone. 

Dans ce dernier cas, les MФ sont obtenus grâce à une collaboration avec le Dr Elodie 

SEGURA (Institut Curie, INSERM U932, Paris) et ont un phénotype pro-inflammatoire, donc 

probablement proche de celui chez les patients. 

 Nous avons pu démontrer par ELISA que les NET, que ce soient ceux faits par des PNN de 

donneurs sains ou de patients PR, induisaient la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par 

ces deux types cellulaires (IL-8, TNF-α pour les PNN et les MФ ; et  l’IL-6 pour ces 

derniers). Par cytométrie en flux nous avons pu confirmer cet état d’activation cellulaire, avec 

une augmentation de l’expression de CD11b par les PNN et celle d’HLA-ABC, HLA-DR et la 

molécule de costimulation CD86 par les MФ. En absence de forte induction d’IL-10, ce profil 

confirme que les NET sont pro-inflammatoires sur des cellules non activées. 

En 2013, Consol Farrera and Bengt Fadeel ont montré que les MФ internalisent les NET, pour 

au final permettre la dégradation des NET qui est facilitée par de la DNase I, et cette 

internalisation des NET par ces cellules n’induit pas de sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Farrera and Fadeel, 2013).  
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Pendant mon travail, nous n’avons pas pu montrer que les NET activaient les MФ après un 

phénomène d’endocytose donc ne nous pouvons pas contredire cela mais le fait que ces NET 

n’induisent pas de cytokines pro-inflammatoires dans le cas de cette étude peut être expliqué 

par le fait qu’ils utilisent des concentrations en PMA différentes de la notre (25nM au lieu de 

50nM) pour induire des NET et n’utilisent pas de nucléase. Leur NET sont peut être moins 

imposants et donc d’autant plus faciles à phagocyter. De plus, ils n’ont pas dosé l’IL-8. 

Il est important de noter que depuis la définition des NET par Brinkmann en 2004, plusieurs 

phénomènes cellulaires ont été nommés et associés à la NETose. C’est pour cela qu’on 

distingue dans plusieurs publications l’appellation NETose mortelle (suicidaire) ou NETose 

vitale, NETose par de l’ADN nucléaire ou mitochondrial, NETose dépendante ou 

indépendante de la NADPH oxydase. Durant mon travail, nous avons défini les NET comme 

étant le résultat d’une forme de mort cellulaire (le PMA induit une perméabilisation 

membranaire que nous observons par microscopie lors de la visualisation des NET attachés) 

dépendante de la NADPH oxydase (pas de NET formés en présence de diphénylèneiodonium) 

et qui sont composés de protéines des granules et cytoplasmiques associées à de l’ADN 

nucléaires, ce dernier porte les histones qu’on a pu montré par microscopie et western blot 

alors que l’ADN mitochondrial ne possède pas d’histones). 

La perspective de cette partie du travail serait d’induire des NET par des stimuli 

physiologiques susceptibles d’être présents dans le liquide synoviale et/ou le sang 

périphérique des patients PR, à savoir des combinaisons de cytokines, de facteurs de 

croissance ou de contact cellulaire par exemple, afin de pouvoir mimer au mieux le naturel 
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C. Les NET sont activateurs de 

l’inflammasome et induisent la sécrétion 

d’IL-1β 

Plusieurs études ont mis en évidence l’implication de l’IL-1 dans la pathogenèse de la PR. Par 

exemple, la surexpression d'IL-1β dans les articulations du genou de lapin provoque une 

arthrite avec des atteintes cliniques et histologiques caractéristiques de la PR, alors qu'une 

déficience en IL-1 est associée à une réduction des lésions articulaires. Dans des modèles 

expérimentaux, les inhibiteurs de l'IL-1, y compris le récepteur antagoniste de l'IL-1 (IL-1Ra), 

réduisent significativement les signes cliniques et histologiques de la maladie. Chez les 

patients atteints de PR, les concentrations plasmatiques et synoviales d'IL-1 sont élevées, et 

sont en corrélation avec l'activité de la maladie (Kay and Calabrese, 2004). 

Ces pour toutes ces raisons que nous avons voulu savoir si les NET étaient impliqués dans 

cette production excessive d’IL-1β observée lors de la PR. 

Pour ce faire, nous avons cultivé des PNN ou des MФ avec des NET en présence ou en 

absence d’ATP. En effet, il a été décrit que l’activation de l’inflammasome NLRP3 se fait en 

2 temps : (1) une induction de la transcription, dépendante de la voie NF-κB, qui requiert la 

fixation de ligands de TLR ou de NLR, (2) un activateur qui permet l’oligomérisation des 

récepteurs NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009). 

Nous avons pu voir par ELISA que les NET induisent une sécrétion d’IL-1β par les MФ 

indifférenciés qui est inchangée en présence d’ATP.  

A ma connaissance, aucun article n’a été publié concernant la possible activation directe de 

l’inflammasome des PNN primaires par les NET. Par contre, dans le cas des MФ les 

publications sont nombreuses mais dans la plupart des cas un “priming“ est nécessaire. 

Par exemple, Hu et al. ont montré que les NET induisent la sécrétion d’IL-1β, mais cela a été 

fait sur une lignée cellulaire de macrophages murins et en présence de LPS uniquement, alors 

que les NET seuls n’induisaient rien. De plus, il faut noter que cette sécrétion dépend de la 

partie ADN et sérine protéase des NET, car lors de la culture de ces MФ avec la combinaison 

NET/LPS en présence de DNase I ou d’inhibiteurs des sérines protéases, la sécrétion d’IL-1β 

était inhibée (Hu et al., 2017). 

Par contre, Kahlenberg et al. réussissent à montrer que les NET des “Normal“- et “Low-

Density Neutrophils“ induisent la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 par des MФ primaires, mais 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Hu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28204821
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ces cellules ont été primées au préalable par du LPS. Ils ont montré aussi que le LL-37 

permettait la sécrétion de ces cytokines et que l’IL-18 induisait la NETose. De ce fait, ils ont 

proposé que les NET contenant le peptide anti-microbien LL-37 peuvent activer la caspase-1 

via le P2X7R et la libération subséquente d'IL-1β et d'IL-18 stimuleraient la NETose, 

conduisant à un cycle d’auto-perpétuation de la production de NET et de l'activation de 

l'inflammasome (Kahlenberg et al., 2013). 

Tout cela permet de mettre en avant notre résultat car nos cellules sont humaines, primaires et 

non primées. La finalité serait de savoir si les NET induisent la sécrétion de la forme active ou 

inactive (avant clivage protéolytique) de l’IL-1β par Western-blot et surtout d’identifier par 

quel inflammasome les NET agissent, à savoir activation du NLRP3 via le P2X7R où se 

fixerait le LL-37 des NET, ou au contraire AIM2 où la partie ADN des NET déclancherait son 

oligomérisation. Nous pourrions utiliser pour cela des inhibiteurs de ces inflammasomes en 

culture avec les cellules avant le dépôt des NET et mesurer la sécrétion d’IL-1β dans les 

surnageants de culture. Il faudrait également prouver que l’inflammasome est activé et étudier 

son oligomérisation. 
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D. L’activation par les NET est indépendante 

du TLR9 et des ACPA mais est favorisée par 

la combinaison C1q/LL-37 sur les MФ 

seulement 

Après avoir montré que les NET pouvaient activer les PNN et les MФ, deux cellules clés de la 

PR, nous nous sommes posé la question suivante : par quel mécanisme les NET agissent ? 

Nous avons supposé que cela se faisait via la formation de complexes immuns NET-ACPA. 

Nous avons cultivé des PNN et des MФ avec des NET en présence ou en absence d’Ig 

contenant des ACPA. Nous avons observé par ELISA que la sécrétion d’IL-8 par ces deux 

types cellulaires restait inchangée en présence d’ACPA.  

Carmona-Rivera et al. ont montré que les ACPA reconnaissent les autoantigènes citrullinnés 

portés par les NET, et activent les PNN pour induire la NETose. Les auteurs décrivent un 

cercle vicieux de production excessive de protéines citrullinées portées par les NET et 

d’ACPA dans le liquide synovial des patients PR (Carmona-Rivera et al., 2017).  

Bien que nos IgG contenant des ACPA reconnaissent les NET par Western-blot, ils ne 

favorisent pas l’activation des PNN et des MФ par les NET. 

Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait refaire des cultures de PNN et de MФ avec des 

NET mais cette fois-ci en présence/absence d’ACPA purifiés et non un mélange d’IgG 

contenant des ACPA, mais aussi en utilisant des ACPA monoclonaux et non polyclonaux. 

Après cela nous avons supposé que les NET agissaient cette fois-ci via la reconnaissance de 

leur partie ADN. C’est pour cela que nous avons entrepris d’étudier l’implication de protéines 

ayant la capacité de reconnaitre l’ADN dans l’activation des PNN et des MФ. 

La première protéine était la protéine du complément C1q, cette protéine qui est abondament 

présente dans le liquide synovial de patients PR mais qui a aussi la capacité de lier l’ADN via 

sa partie collagène-like et sa tête globulaire (Jiang et al., 1992). 

De plus, Leffler et al. avaient constaté que le sérum d'un sous-groupe de patients atteints de 

LES actifs avait une capacité réduite à dégrader les NET générés in vitro, et ceci grâce à leur 

C1q qui en agissant directement sur la DNase I inhibait cette dégradation (Leffler et al., 

2012).  
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Nous avons ainsi cultivé des PNN ou des MФ avec des NET en présence ou en absence de 

C1q, et nous avons montré de ce fait que l’activation des PNN était inchangée alors que celle 

des MФ augmentait significativement. Ce résultat était en accord avec notre hypothèse mais 

on ne comprenait pas pourquoi une différence d’effet était constatait en fonction du type 

cellulaire, en sachant que les PNN et les MФ exprimaient les récepteurs du C1q.  

Nous avons montré par cytométrie en flux après incubation de nos cellules avec du C1q et 

marquage avec un anticorps anti-C1q que certes les PNN, les MФ dérivés des monocytes et 

les monocytes expriment bel et bien le C1q, mais le pourcentage de C1qR sur les MФ et 

largement plus important que celui des PNN, permettant ainsi de justifier cette différence de 

réponse entre ces deux types cellulaires.  

Les NET viendraient lier le C1q formant un complexe reconnu par le C1qR à la surface des 

cellules cibles pour induire leur activation à condition que les cellules expriment fortement le 

C1qR. Pour confirmer cela il faudrait tester si le C1q en présence des NET augmente la 

sécrétion d’IL-8 par les monocytes, vu que ces cellules ont une expression de C1qR proche de 

celle des MФ. 

Nous avons montré que la pré-incubation des MФ avec du C1q pour bloquer le récepteur 

empêche la sécrétion d’IL-8 induite par les NET (Figure 5, Article 1). Pour argumenter son 

rôle, le mieux serait de cultiver des NET murins (caractérisés en Figure 40) issus de souris 

exprimant ou pas le C1q sur des MФ de souris sauvages pour voir si le C1q est nécessaire à la 

production des NET ou surtout à leur reconnaissance par les cellules. 

La 2ème protéine à laquelle nous avons pensé était le LL-37, un peptide antimicrobien présent 

dans les granules des PNN, qui a la particularité de protéger l’ADN de la dégradation par les 

nucléases et de transporter l’ADN extracellulaire dans les DC en formant un complexe qui 

sera reconnu par le TLR9, induisant la production d’IFN-α que ce soit dans le cas du psoriasis 

ou du LES. De plus, le LL-37 est exprimé dans le tissu synovial de patients PR. 

Lande et al. ont démontré que les NET pouvaient être une source de complexe ADN-LL-37 

nécessaire à la production d’IFN-α par les DC et ceci en ajoutant a une culture de DC le 

surnageant des PNN activés par PMA (contenant ainsi des NET). Ce qui est interessant dans 

ce résultat est que lorsqu’ils rajoutaient de la DNase I, la sécrétion n’était pas affectée car 

cettte enzyme dégrade l’ADN filamenteux lisse et non l’ADN globulaire contenant des 

peptides anti-microbiens, alors que l’utilisation de NAC (N acétyl L cystéine, un inbibiteur de 

la génération de ROS nécessaire à la formation de NET) ou de CMK (ChloroMethyl Ketone, 

un inhibiteur du clivage protéolytique du précursseur immature hCAP18 en protéine mature 
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LL-37) inhibe l’activation des DC (Lande et al., 2011). Des résultats similaires ont été 

rapportés par une autre équipe la même année (Garcia-Romo et al., 2011).  

Cela nous a permis de supposer que les NET se lieraient au LL-37 et activeraient ainsi les 

PNN et les MФ, qui expriment des récepteurs pour LL-37. Pourtant, nos cultures avec des 

NET en présence de LL-37 n’ont pas influencé l’effet des NET alors qu’une pré-incubation 

des PNN et des MФ avec ce peptide avant l’ajout des NET diminuait fortement leur sécrétion 

en IL-8 (Figure 6, Article 1). C’est pour cela qu’on a supposé que l’effet du LL-37 n’était pas 

suffisant mais qu’il devait peut-être s’associer à une autre protéine, et cela s’est avéré vrai car 

la combinaison C1q/LL-37 augmentait l’activation des MФ par les NET, mais ne changait en 

rien celle des PNN car ils expriment moins de récepteur pour C1q. 

La perspective de ce résultat serait de vérifier l’implication du LL-37 en utilisant des souris 

déficente en ce peptide anti-microbien (mCRAMP chez la souris) comme dans le cas du C1q, 

afin de voir s’il est nécessaire à la reconnaissance. 

Nous avons souvent associé le LES à un défaut de clairance des NET, mais si nous parlons de 

clairance nous parlons en partie d’internalisation de ces filaments d’ADN. Parmi les 

récepteurs qui lient l’ADN, nous distinguons le TLR9 qui est un récepteur endosomal mais 

qui peut être exprimé à la surface des PNN comme démontré en 2013 par Lindau et al. 

(Lindau et al., 2013). 

Les TLR endosomaux tels que les TLR7, 8 et 9 ont besoin pour leur activité d’un mileu à pH 

acide c’est pour cela qu’on parle d’acidification endosomale dans ce cas. 

L’hypothèse que nous avons émise était que les NET étaient phagocytés par les cellules cibles 

(PNN et MФ) et une fois dans les endosomes la partie ADN des NET viendrait se lier au 

TLR9. 

Pour y répondre, nous avons cultivé les PNN et les MФ que ce soit de donneurs sains ou de 

patients PR avec des NET en présence ou en absence de NH4Cl (chlorure d’ammonium, un 

inhibiteur de l’acidification endosomale). Le résultat obtenu nous a permis de conclure que 

l’activation par les NET est indépendante de l’acidification endosomale dans le cas des PNN 

et des MФ car la sécrétion d’IL-8 par les cellules cibles est augmentée grâce aux NET mais 

est inchangée en présence de NH4Cl. Ceci suggère un mécanisme indépendant des TLR 

endosomaux. 

Par ailleurs, pour confirmer notre résultat nous avons utilisé des cellules provenant de souris 

déficiente en TLR9 en comparaison à des souris qui expriment ce récepteur. Ces cellules, à 

savoir les MФ, ont été cultivés avec des NET. Les NET de souris activent bel et bien les MФ 
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mais cet effet est le même que ca soit en présence ou en absence de TLR9 alors qu’au 

contraire l’activation par du CpG (courte séquence nucléotidique contenant un motif CpG, un 

agoniste du TLR9) était inhibée sur les MФ issus de souris TLR9-KO. 

Une internalisation des NET dépendante du TLR-9 a été suggérée en 2017, mais celle-ci 

concernait le cas de l’activation des fibroblastes du liquide synovial de patients PR et OA. En 

effet, ils montrent que les NET sont internalisés et induisent une sécrétion d’IL-8 et d’IL-6 par 

les fibroblastes du liquide synovial de PR, et cette internalisation et cette sécrétion sont 

inhibées lors de l’utilisation d’un antagoniste du TLR9 et d’un inhibiteur du récepteur 

membranaire RAGE. Ils supposent ainsi que RAGE/TLR9 reconnaitraient les NET à la 

surface des fibroblastes pour passer dans le milleu intracellulaire puis dans l’endosome 

(Carmona-Rivera et al., 2017). 
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E. Les NET sont anti-inflammatoires sur les 

MФ activés par LPS, inhibant la sécrétion 

d’IL-6 et augmentant celle d’IL-10 

Depuis le début, les résultats discutés concernent des cellules en repos, mais les données 

rapportent que dans le cas de la PR, les cellules immunitaires plus particulièrement les PNN et 

les MФ présentent un phénotype activé avec une forte production de médiateurs 

inflammatoires tels que des cytokines et des ROS. 

C’est pour cela qu’en deuxième partie nous nous sommes concentrés sur l’effet des NET sur 

des cellules activées (par LPS). Pour ce faire, les PNN et les MФ ont été mis en culture avec 

du LPS et des NET en même temps et dans le cas des MФ en présence ou en absence de la 

combinaison C1q/LL-37. 

Sur les PNN activés par LPS, les NET viennent sur-activer ces cellules et cela se traduit par 

une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-6 et TNF-α) confirmant ainsi le rôle 

pro-inflammatoire des NET. Par contre sur les MФ, l’effet est inversé, la sécrétion de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-6 est dimunée et cette diminution est d’autant plus importante 

en présence de C1q/LL-37, confirmant l’implication de cette combinaison dans l’effet des 

NET sur les MФ. En plus de l’inhibition de la sécrétion d’une cytokine pro-inflammatoire, 

nous avons observé aussi une augmentation dans la production d’IL-10 (une cytokine anti-

inflammatoire). Ce résultat souligne la complexité et l’originalité du rôle des NET, passant 

d’une activité pro- à anti-inflammatoire en fonction du type cellulaire et de l’état d’activation 

de celles-ci. Cela n’exclut pas l’activation des MФ au repos par les NET dans la PR. 

D’ailleurs, les MФ de patients PR, sûrement pré-activés in vivo, sont activés par les NET in 

vitro. Le LPS est sûrement un stimulus qui induit une activation plus forte que celle observée 

in vivo. 

Nous ne sommes pas les seuls à avoir montré que les NET sont anti-inflammatoires. En 2014 

l’équipe du Pr Sylvie Chollet-Martin a publié un article soulignant l’inhibition de l’activité 

des DC activées par du LPS. Les DC dérivées de monocytes pré-incubées avec des NET avant 

l’ajout du LPS sécrètent moins d’IL-8, -6, -12, -23 et TNF-α que des DC en présence de LPS 

seulement et leur expression en molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) et CMH (HLA-

DR) diminue significativement. Cet effet n’est pas spécifique du LPS, car en utilsant d’autres 

stimuli comme R848 (agoniste du TLR7/8) et PMA (activateur de la protéine kinase C) la 
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production de TNF-α est significativement diminuée en présence de NET (Barrientos et al., 

2014). Par contre, l’activation des cellules au repos par les NET n’est pas observée. 

Nous avons montré que les NET, sur les PNN que ce soit en repos ou activés par LPS 

favorisent leur activation, alors que sur les MФ nous passons de l’activation à l’inhibition lors 

de l’utilisation de cellules au repos et stimulées par LPS, respectivement. Mais qu’en est-il 

vraiment pour les DC au repos en sachant qu’en 2016 Papadaki et al. avaient montré dans un 

modèle d’AEC que la culture de DC dérivées de moelle osseuse avec des NET issus de souris 

arthritiques induisait une sur-expression des molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) et 

une importante sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et de TNF-α) par ces DC. 

Dans cette même étude, ils avaient montré que les NET de patients PR induisaient la 

maturation des DC dérivées de monocytes de donneurs sains via la sur-expression de CD86 et 

HLA-DR et la sécrétion d’IL-6 et de TNF-α (Papadaki et al., 2016). 

Grâce à notre collaboration avec le Dr Elodie SEGURA (Institut Curie, INSERM U932), nous 

avons pu obtenir des DC dérivées de monocytes présentant un phénotype pro-inflammatoire 

et nous avons pu confirmer l’effet direct des NET sur ces cellules présentatrices d’antigènes, 

car une fois en culture avec des NET, les DC sécrètent de l’IL-8.  

Ainsi, en rapport avec les résultats que nous avons obtenu et les différentes études publiées, 

nous pouvons supposer que dans le cas de CPA au repos, les NET sont pro-inflammatoires 

mais deviennent anti-inflammatoires lors de l’activation de ces cellules, comme illustré en 

Figure 42. 

Notons que nous avons montré que l’effet anti-inflammatoire n’est pas dû à une inhibition 

directe du LPS, ni à la dégradation des cytokines comme suggéré par Schauer et al. dans un 

mécanisme anti-inflammatoire de la goutte (Schauer et al., 2014). 

Pour voir si les NET présentent un effet anti-inflammatoire spécifiquement sur les CPA 

activées, il faudrait vérifier cela sur des monocytes et des LB activés par LPS et mesurer la 

sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires en présence et en absence de NET. 

De plus, vu que la seule différence que nous avons pu noter entre PNN et MФ était 

l’expression de C1qR, et que celle-ci est importante sur les MФ mais aussi les monocytes, il 

serait intéressant de voir si cette sur-expression est spécifique à toutes les CPA et donc 

mesurer cela sur les DC et les LB. Cela pourrait peut être expliquer cet effet préférentiel pour 

les CPA.  
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Figure 42 : Effet des NET sur cellules activées 

 

C1q : Protéine du complément C1q, C1qR : Récepteur du C1q, DC : Cellules dendritiques, IL : 
Interleukine, LB : Lymphocytes B, LL-37 : Peptide anti-microbien cathélicidine,  LL-37R : Récepteur du LL-
37, LPS : Lipopolysaccharide, Mono : Monocytes, MФ : Macrophages, NET : “Neutrophil Extracellular 
Traps“, PMN : Neutrophiles,TLR-9 : Récepteur de type Toll 9, TNF : Facteur de nécrose tumorale, * : 
Lorena Barrientos et al. 2014, The Journal of Immunoology. 

 

Sur des cellules activées, les NET peuvent passer d’un effet pro- à anti-inflammatoires. C’est ce que 
nous pouvons observer lors de l’activation des PNN avec LPS, où les NET favorisent et augmentent la 
sécrétion en cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-6, TNF-α). Alors que nous avons montré que sur les 
MФ, les NET inhibent la sécrétion d’IL-6 et augmentent celle d’IL-10. Les NET sont anti-inflammatoires 
sur un autre type de  CPA, les DC, en inhibant la sécrétion d’IL-8,6 et TNF-α. Il se pourrait que les NET 
aient le même comportement sur les monocytes et les LB mais cela reste à prouver. 
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F. Les NET favorisent l’activation des MФ 

pro-inflammatoies M1 et n’agissent pas sur 

les anti-inflammatoires M2 

Certes les NET peuvent avoir un effet pro- et anti-inflammatoire sur des MФ indifférenciés, 

mais qu’en est-il sur des cellules déjà polarisées comme dans le cas des MФ M1 et M2 ? 

Il a été rapporté qu’une prédominance de MФ M1 pro-inflammatoires était associée à la PR 

alors que les MФ M2 sont en moindre quantité. Dans ce cas,  sur qu’elles sous populations 

agiraient les NET ?  

Anderson B. Guimarães-Costa et al. ont montré que les NET pouvaient influencer la 

différenciation des monocytes en MФ anti-inflammatoires au lieu de DC. Ils démontrent que 

lors de la différencaition des monocytes par de l’IL-4/GM-CSF ils obtiennent des DC avec 

une baisse de l’expresion de CD14 et une sur-expression de CD1a, alors qu’au contraire lors 

de l’ajout des NET avant la combinaison IL-4/GM-CSF, l’expression de CD14 est maintenue 

et celle du CD1a est diminuée. Ils avaient souligné que ces cellules différenciées en présence 

de NET exprimaient d’autres marqueurs de surface qui sont spécifiques aux MФ M2 à savoir 

CD68, CD32, et CD163, et sécrétaient de l’IL-10 et du TGF-β, deux cytokines anti-

inflammatoires ; leur capacité à tuer des parasites (Leishmania) était moindre par rapport aux 

cellules différenciées par la combianaison IL-4/GM-CSF seule (Guimarães-Costa et al., 

2017).  

Avant d’étudier le rôle des NET sur des MФ polarisés, nous avons commencé par analyser 

leur effet sur les monocytes qui sont utilisés pour cette polarisation. Les monocytes cultivés 

en présence de NET sécrètent de l’IL-8 et du TNF-α mais pas d’IL-10, donc les NET ont un 

effet pro-inflammatoire sur les monocytes. 

Pour la polarisation macrophagique, nous nous sommes referrés à l’article d’Ambarus et al. de 

2012 où il définissent les MФ M1 comme étant ceux différenciés avec de l’IFN-γ et qui sur-

expriment le CD80 et CD64, les MФ M2a ceux différenciés avec de l’IL-4 et qui expriment 

fortement le CD200R et faiblement le CD14 et enfin les MФ M2c, les MФ diférenciés grâce à 

l’IL-10 et qui sur-expriment le CD163 et le CD16 (Ambarus et al., 2012b).  

Nous avons montré que sur la sous-population anti-inflammatoire M2c, les NET n’avaient 

aucun effet comme illustré dans la Figure 37. Les NET n’affecte en rien la sécrétion d’IL-10 

induitent par les MФ M2c. Alors qu’au contraire, sur les MФ M1 les NET induisent et 
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augmentent leur sécrétion en IL-8 et IL-1β mais pas en IL-10. De plus, la sécrétion d’IL-1β 

induite par les NET semble plus élevée avec les MФ M1 qu’avec les MФ indifférenciés. 

Cela prouve que les NET sont avant tout pro-inflammatoires, aggravant et maintenant 

l’inflammation, comme ilustré en Figure 43. 
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Figure 43 : Effet des NET sur cellules au repos 

ACPA : Anticorps anti protéines citrullinées, C1qR : Récepteur du C1q,DC : Cellules dendritiques, GM-CSF 
: “Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor“,IL : Interleukine, LB : Lymphocytes B, LL-37 : 
Peptide anti-microbien cathélicidine, C1q : Protéine du complément C1q,  LL-37R : Récepteur du LL-37, 
LT : Lymphocytes T, Mono : Monocytes, MФ : Macrophages, NET : “Neutrophil Extracellular Traps“, 
PMN : Neutrophiles, TLR-9 : Récepteur de type Toll, TNF : Facteur de nécrose tumorale, * : Anderson B. 
Guimarães-Costa et al. 2017, Frontiers in Immunology, ** : Garyfalia Papadaki et al. 2016, European 
Journal of Immunology, *** : Carmelo Carmona-Rivera et al. 2017, Science Immunology. 

Les PNN ont la capacité d’extérioriser des filaments d’ADN appelés NET. Ces NET sont immunogènes 
permettant l’activation de nombreuses cellules impliquées dans la pathogénèse de la PR. Les NET une 
fois libérés sont capapbles à leur tour d’activer les PNN formant une boucle d’amplification. Les NET 
activent aussi les monocytes via l’induction de la sécrétion d’IL-8 et de TNF-α et lors de la 
différenciation de ces cellules en présence d’IL-4/GM-CSF, les NET orienteraient la différenciation en 
MФ (mais anti-inflammatoires). Les NET activent les MФ et cette activation est favorisée par la 
combinaison C1q/LL-37. De plus, cette activatio, cible les MФ pro-inflammatoires M1 en augmentant la 
sécrétion d’IL-8, -6, -1β et TNF-α. Enfin, les NET activent les DC qui par la suite vont présenter l’auto-
antigène aux LT. Ces derniers pourraient activer les LB pour produire les ACPA qui reconnaissent les 
NET et qui ont la capacité d’induire la NETose.
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La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoire chronique et autoimmune, caractérisée 

par la production d'anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA) et l’infiltration dans la synovite 
rhumatoïde de neutrophiles (PNN), macrophages (MФ), cellules dendritiques (DC),.... Parmi ces 

cellules infiltrées, nous distinguons les PNN qui participent à la pathogénèse de la PR via la 

production de cytokines, d’espèces réactives de l’oxygène mais aussi comme suggéré récemment via 
la libération (NETose) de “Neutrophil Extracellular Traps“ (NET), un filet de chromatine associé aux 

protéines des granules et cytoplasmiques. En effet, il a été rapporté que le liquide synovial de patients 

PR induisait la NETose des PNN et que les ACPA reconnaissaient les protéines citrulinnées portées 

par les NET. Néanmoins, les mécanismes par lesquels les NET déclenchent ou perpétuent le processus 
inflammatoire dans la PR restent peu clairs. Par conséquent, nous avons analysé les propriétés 

antigéniques et immunogènes des NET sur les cellules myéloïdes impliquées dans la PR. Nous avons 

montré que les PNN de PR produisent plus de NET et ces derniers sont plus actifs. Les NET sont pro-
inflammatoires sur les PNN, les MФ mais aussi sur les monocytes et les DC au repos en induisant la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-8. Par ailleurs, les NET sont reconnus par les 

immunoglobulines de patients PR contenant des ACPA mais l’activation des cellules cibles (PNN et 
MФ) par les NET est indépendante de leur reconnaissance par ces ACPA ou le récepteur de type Toll 

9. Par contre, le C1q et le LL-37 favorisent la reconnaissance des NET par les MФ. Par ailleurs, en 

fonction de l’état d’activation des cellules et du type cellulaire, les NET peuvent présenter un rôle anti-

inflammatoire qui est observé sur les cellules activées par LPS. Néanmoins, malgré leur possible effet 
immunomodulateur, les NET agissent préferentiellement sur les MФ M1 pro-inflammatoires et les 

activent, confirmant le rôle des NET dans le maintien de l’inflammation observée lors de la PR. 

 

 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory and autoimmune disease, characterized by the 

production of antibodies against citrullinated proteins (ACPA) and infiltration of synovial 

compartment by neutrophils (PMN), macrophages (MФ), dendritic cells (DC)... Among these 
infiltrated cells, we distinguish PMN that participate in the pathogenesis of RA via the production of 

cytokines, reactive oxygen species, but also via the release (NETosis) of Neutrophil Extracellular 

Traps (NET), a network of chromatin associated with proteins from cytoplasm and granules. Indeed, it 
has been reported that synovial fluid of RA patients induce NETosis of PMN and that ACPA 

recognize citrullinated proteins carried by NET. Nevertheless, the mechanisms by which NET trigger 

or perpetuate the inflammatory process in RA remain unclear. Therefore, we analyzed the antigenic 
and immunogenic properties of NET on myeloid cells involved in RA. We have shown that RA PMN 

produce more NET and these NET are more active. NET are pro-inflammatory on resting PMN, MФ 

but also on monocytes and DC by inducing the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-8. 

Moreover, NET are recognized by ACPA but the activation of the target cells (PMN and MФ) by NET 
is independent of their recognition by these ACPA and Toll like receptor 9. On the contrary, the C1q 

and the LL-37 favor the recognition of  NET by MФ. Moreover, depending on the activation state of 

the cells and the cell type, NET exhibit also an anti-inflammatory role which is observed on LPS-
activated MФ. Nevertheless, despite their possible immunomodulatory effect, NET preferentially act 

on pro-inflammatory M1 MФ to induce activation, confirming the role of NET in maintaining the 

inflammation observed during RA. 
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