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INTRODUCTION

Les problémes articulaires représentent une pathologie sérieuse et répandue chez les poulains et
les chevaux de sport.

Une étude anglaise a démontré que ’arthrite septique affecte 1% de la production annuelle de
poulains. (29)

Prés d’un tiers des chevaux boiteux sont atteints au niveau du carpe ou de la jonction métacarpo-
phalangienne. (29)

Ces arthropathies peuvent limiter voire stopper une carriere sportive du fait des séquelles qui
s’ensuivent. Les animaux qui se remettent d’une atteinte articulaire de type arthrite, synovite ou
ostéochondrite sont souvent atteints par la suite de maladies articulaires dégénératives. Chez un
jeune cheval de course, par exemple, une arthrite traumatique avec épanchement et synovite
sans gros dommage articulaire, fréquente au niveau du boulet et du carpe de ces animaux en
entrainement, peut évoluer vers une ostéoarthrite si elle n’est pas traitée correctement, et de fait
remettre en question une future carriére sportive.

D’ou I’'importance d’une détection précoce de ces pathologies afin de pouvoir mettre en place un
traitement efficace avant des Iésions trop séveres et irrémédiables de I’articulation.

Or les méthodes classiques d’investigation, que ce soient I’examen clinique, la radiographie ou
I’échographie ne permettent pas de détecter ces pathologies suffisamment tot pour éviter des
séquelles plus ou moins étendues.

Le praticien manque donc d’outils diagnostiques pour orienter sa démarche. Il s’agit donc ici de
trouver un marqueur précoce de I’inflammation et surtout une méthode fiable pour le détecter
afin de permettre au vétérinaire de poser un diagnostic rapidement.

De nombreuses recherches ont donc été lancées ces dernieres années sur diverses protéines et
cytokines qui entrent en jeu au cours de I’inflammation
articulaire.(2 ,4,6,8,13,21,29,31,34,35,51,53,63,65,66,68,71,72,73)

Le modele présenté dans cette étude est basé sur la détection précoce d’un ensemble de protéines
dont une cytokine, le Tumor Necrosis Factor (TNF), reconnue comme étant une des cytokines
les plus fréquemment détectées dans le liquide synovial d’animaux atteints d’arthropathies
dégénératives et des enzymes capables de dégrader la matrice cartilagineuse, les
métalloprotéinases.

Le TNF a ¢été¢ mesuré dans le liquide synovial, le sérum et le plasma de trois chevaux ayant regu
une dose de lipopolysaccharide au sein de 1’articulation radio-carpienne droite et ce pendant une
durée de vingt et un jours. Quant aux métalloprotéinases, elles ont été quantifiées dans le liquide
synovial de ces animaux.

Aprées une étude bibliographique du rdle des différentes cytokines et plus particulierement du
TNF au sein de I’articulation saine et inflammée ainsi que des métalloprotéinases, nous allons
ensuite faire un compte-rendu des expériences et dosages menés. Pour finir, la discussion nous
permettra de faire le point quant a 1’intérét de cette étude, ses débouchés éventuels et I’avenir de
ces expérimentations



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I- LE ROLE DES CYTOKINES DANS I’ARTICULATION

L’articulation synoviale permet le mouvement et la transmission de la charge entre deux rayons
osseux. Elle résulte de I’affrontement d’au moins deux surfaces articulaires recouvertes de
cartilage hyalin, le tout soutenu par la capsule et les ligaments qui assurent une fonction de
maintien et de stabilité. (fig. 1)

1-Les principales cytokines présentes dans 1’articulation

Les cytokines sont des molécules qui permettent la communication entre les différentes cellules
de l'organisme. Ce sont des molécules solubles également appelées facteurs de régulation
peptidiques et qui sont a la base du systéme de communication intercellulaire au sein de
I’organisme pluricellulaire.

Les cytokines sont des protéines de faible poids moléculaire (inférieur a 80 kDa) qui agissent par
I’intermédiaire de leur fixation a des récepteurs cellulaires spécifiques portés a la surface des
cellules cibles. (fig.2)

Les cytokines ont trois modes d’action : un effet endocrine avec une action sur des cellules
distantes de leur lieu de production, mais elles peuvent également agir localement sur les cellules
environnantes (effet paracrine) ou sur la cellule qui les a produites (effet autocrine).

Aprés interaction avec les récepteurs membranaires spécifiques, les cytokines modulent
I’expression génique des cellules cibles en induisant un message intra-cellulaire.

Dans le cadre du fonctionnement articulaire qui nous intéresse ici, I’ensemble des événements
moléculaires impliqués dans la synthése, I’assemblage et le renouvellement de la matrice
extracellulaire du cartilage articulaire nécessite un systéme de régulation méticuleuse des
syntheses et des destructions de ses divers constituants par le chondrocyte.(fig.3)

C’est ce fonctionnement idéal, basé sur un jeu de régulation trés fin et sensible entre les
différentes cytokines qui est perturbé en cas de processus pathologique ce qui dérégle alors
I’homéostasie de la matrice extracellulaire qui est dégradée.

Le réle des cytokines au niveau articulaire a ét¢ en premier mis en évidence par les travaux de
Fell et Jubb qui ont pu démontrer I’existence d’un facteur de régulation peptidique dérivé de la
synoviale de porc qui était incriminé dans la dégradation de cultures de cartilage in vivo. Ils
I’ont nommé cataboline. (décrit par Cavaillon (11))

En pathologie articulaire, I’interleukine 1 est la cytokine la plus étudiée car la plus représentative.
On trouve bien str d’autres cytokines : différentes interleukines dont la 8 et la 6, le FGF ( facteur de
croissance des fibroblastes), le PGDF ( platelet derived growth factor), le TGF ( transforming growth
factor) et I’IGF ( insuline-like growth factor) et bien évidemment celle
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Figure 3 : facteurs de régulation intervenant dans la dégradation enzymatique du cartilage
articulaire. D’apres Platt(67) IL-1=interleukine 1 ; TNF-a=tumor necrosis factor a; FGF=
fibroflast growth factor; PG:prostaglandine ; PLA2=phospholipase A2; uPA= activateur du
plasminogene de type urokinase; tPA=activateur tissulaire du plasminogene; PA= activateur du
plasminogene; PGE2=prostaglandine E2; TIMPs= tissus inhibiteurs de métalloprotéinases.
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qui nous intéresse ici, le TNF-a qui a des effets presque identiques a L’IL-1 , notamment au
niveau des affections articulaires dégénératives et inflammatoires : elles modulent la synthese des
métalloprotéinases intervenant dans les dégradation des composants matriciels par les
chondrocytes et les cellules synoviales.( tableau 1).

La régulation du renouvellement de la matrice extracellulaire est ainsi assurée par ces cellules qui
sont sous le controle et I’influence des cytokines et des stimuli mécaniques.( fig.4)

2- Etude spécifique des principales cytokines impliquées
au niveau cartilagineux

2. a-I’Interleukine 1

L’interleukine 1 (IL-1) regroupe une petite famille de protéines, deux protéines agonistes les IL-
la et IL-1P et une protéine antagoniste IL-1RA (IL-1 récepteur antagoniste).(fig.5)

Les deux premicres sont produites en réponse a un facteur d’agression infectieux, aux toxines
microbiennes, aux agents inflammatoires, aux produits des lymphocytes activés et aux immuns-
complexes.

I1 existe moins de 30% d’homologie au niveau de la chaine peptidique entre les deux chaines o et
B bien que ces deux molécules aient une action biologique similaire ce qui est probablement en
relation avec leur agencement dans 1’espace. Cependant ’activité de la forme B est 90 fois
supérieure a celle de la forme a. Les récepteurs de chaque isoforme d’IL-1 sont différents selon
le type de cellule incriminé mais les chondrocytes articulaires possedent des récepteurs capables
d’interagir avec les deux formes. May et coll. ont montré qu’une IL-1 équine partiellement
purifiée pouvait étre produite apres stimulation de monocyte de sang périphérique par du
lipopolysaccharide d’Escherichia coli (LPS) et qu’elle avait des propriétés similaires a son
homologue humaine (50). L’IL-1 équine a une masse moléculaire de 17 a 18 kDa et est
synthétisée sous forme d’un précurseur qui est ensuite clivé en deux formes o et B ( formes
acides et basiques ) qui en sont les deux formes actives.

Une activité IL-1 élevée a été détectée dans le liquide synovial d’articulations humaines atteintes
par des affections diverses y compris des phénoménes dégénératifs. L’activité IL-1 est
augmentée dans le liquide synovial de chevaux atteints d’affections articulaires aussi variées que
I’arthrose (57), I’ostéochondrite dissécante, 1’arthrite traumatique et le sepsis aigu. Le fait que
I’on retrouve trés peu d’infiltrats cellulaires dans certaines affections comme les affections
dégénératives suggérerait que c’est la membrane synoviale qui serait a I’origine de cette

activité (67). De nombreuses études ont ét¢ menées sur différentes especes pour
démontrer les effets de I’I1-1 sur le cartilage articulaire; Morris et Treadwell ont montré que
L’IL-1 provoquait une diminution de la synthése des protéoglycanes et une augmentation de la
synthése et de 1’activité des enzymes de dégradation du cartilage sur des extraits de cartilage
€quin in-vitro (56). Ils ont également établi que le cartilage des chevaux agés avait une réponse
moins intense , stirement due a une activité métabolique plus réduite que le cartilage des chevaux
jeunes, ce qui avait €té avancé par MacDonald et Tover (41). Ces derniers ont de plus observé
que sur des extraits de cartilage in-vitro, I’IL-1 induisait une libération dose dépendante de
protéoglycanes de la matrice. L’IL-1 aurait également des effets antagonistes sur la synthese de
collagene de type II chez plusieurs especes. La cataboline décrite par Fell et Jubb a désormais été
reconnue comme ¢tant L’IL-1 et étant capable de favoriser la production de métalloprotéinases
par du cartilage et des synoviocytes in-vitro. En effet, ’IL-1 augmente la synthese et la
libération des métallo-protéinases comme la
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Cytokine MM(kDa) Géne*  Autres dénominations Cellules. Cellules

producirices sensibies**
IL1 17 20 LAF: Lymphocyte-Activating Factor Mo/MO, CD, CEp T, B, Mo/MQ,
(o et B) EP : Endogenous Pyrogen B, fibroblastes CEn, NK, PN...
L2 15 4q TCGF : T Cell Growth Factor T {Th1) T, B, NK
IL3 28 5q Multi-CSF T, NK activées PN, B, Ma, Mo/MO,
Colony-Stimulatory Factor précuseurs
hématopoiétiques
iL4 15 5 BSF | : B-Stimulatory Factor T (Th2), PB/Ma B, T, Ma-PB
Mo/MO, Mo/Mo
ILS 13x2 5 BCGF Il : B Cell Growth Factor, T(Th2), Eo B, Eo, PB

EDF : Eosinophil Differentiation
Factor, Eo-GSF

IL6 20-26 7p BSF 11, IFNB2, HGF/PGF : Mo/MO, T, B B et T, hépatocytes
Hybridoma/Plasmocytoma- CE, Ma, fibroblastes cellules souches
Growth Factor

IL7 15 8q Lymphopoiétine : LP Celiules stromales : Pre-B,
thymus, moelle hém. thymocyteset T
iL8 8 17q NAP : Neutrophil Mo/MO, CE, T, NK, PN,PB,TetB
Activating Factor PN, fibroblastes

NCF : Neutrophil
Chemotactic Factor

IL9 14 5q T T, Mo/MO
IL10 19-21 1 CSIF : Gytokine Synthesis T(Th2), B, Mo T(Th1), Ts, B,
Inhibitory Factor Mo/MO, Ma
iL12 35+40 3p NKSF : Natural Killer cell Mo/MO, B T {Th1) et Te, NK
stimulatory factor
IL13 10 5q P600 T(Th2) B, Mo/MO, PN
IL15 15 Mo, CEp T, NK
IL17 15-20 T T, fibroblastes
IFNYy 20-25 12q Interféron gamma T (Th1), NK Mo/MO, Tc, NK,
MAF : Macrophage- B, CEn
Activatory Factor
TNFoe  17x3 6p Tumor Necrosis Factosity Mo/MO, PN, T, NK  Trés diverséé
ou Cachectine Ma.
TNFB 17 x3 6p Lymphotoxine ; LT i T, NK Trés diverses

Tableau 1 : Principales interleukines, cellules productrices et sensibles
Liste des abréviations : Mo/MO : monocytes/macrophages PB : basophliles
CD : cellules dendritiques Ma : mastocytes
CEn : cellules endothéliales T : lymphocytes T
Tc -cytotoxiques
Ts — suppresseur

D’apres Revillard (70)
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Figure 5 : L’interleukine 1 et son récepteur soluble, fonctionnement schématique . D’apres
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collagénase (73) et la stromélysine (56). La majorité des métallo-protéinases sont sécrétées sous
forme latente , nécessitant donc un activateur pour étre transformées en forme active. L’IL-1
stimule la production de stromélysine par les chondrocytes, qui convertit la collagénase latente
en sa forme active. Les cystéines protéinases jouent également un rdle important dans la
dégradation de la matrice extra cellulaire et leur libération peut étre stimulée par I’'IL-1 ou le
TNF. Martel Pelletier et coll. ont suggéré que L’I1-1 pourrait étre a I’origine du déséquilibre entre
les MMPS et leurs inhibiteurs et ainsi promouvoir la dégradation du cartilage.(fig.6).

On a montré que I'IL-1 augmentait la synthése de collagénase et de PGE2, d’activateurs du
plasminogene tissulaire, des radicaux superoxydes et de I’IL-6 tout ceci associé a la dégradation
accrue de la matrice cartilagineuse. Toutefois, il est a noter que toutes ces études ont été menées
sur du cartilage immature (67). Les résultats sont & moduler en ce qui concerne le cartilage
articulaire adulte, en particulier la dégradation des protéoglycanes, comme I’ont montré May et
coll (50). Ces travaux montrent que I’expression phénotypique des chondrocytes est modulée de
facon différente au cours de la croissance et de la maturation. En plus d’induire I’inhibition de la
synthése des protéoglycanes du cartilage articulaire, I’IL-1 semble capable de moduler la
synthése de collageéne, en régulant le taux respectif des différents types de collagéne. Ceci
pourrait résulter en la réparation inappropriée apres dégradation de la matrice.L’IL-1 a également
des effets directs sur la membrane synoviale ; elle stimule la prolifération des fibroblastes
synoviaux et induit des modifications sur les chondrocytes, synoviocytes et ostéoblastes.

Divers inhibiteurs de I’IL-1 ont été mis en évidence. Il a été montré que I’occupation de moins de
5% des récepteurs a I’IL-1 était suffisante pour déclencher un effet biologique ce qui implique
qu’un exces important d’inhibiteurs est nécessaire afin d’occuper plus de 95 % des récepteurs
(inhibition compétitive). Des récepteurs solubles peuvent également étre sécrétés a I’extérieur de
la cellule et empécher la fixation de I’IL-1 a son récepteur (24). L’activité de I’IL-1 ou du TNF-a
peut étre modifiée ou amplifiée par la présence de I’autre. De méme, les effets de I’'IL-1 sur le
métabolisme du cartilage articulaire peuvent étre annulés par I’'IGF-1 et le TGF-f. Enfin I’action
de I’IL-1 sur les cellules synoviales peut étre contrée par les inhibiteurs présents dans le liquide
synovial ; par exemple, I’acide hyaluronique empéche la dégradation des protéoglycanes induite
par 'IL-1.

Un schéma général du role de I’IL-1 (ainsi que du TNF-a) au cours de I’inflammation est visible
sur les figures 7 et 8.

2. b-L’Interleukine 6

L’interleukine 6 (IL-6) est une cytokine de masse moléculaire 26 kDa (fig.9). On a montré que
ses actions étaient variées : stimulation des hybridomes, stimulation de la prolifération des
cellules de lignée B, stimulation de la synthése de protéines inflammatoires par les hépatocytes,
et activit¢ mitogénique pour les cellules de la lignée T (67). Les chondrocytes articulaires
humains produisent de I’IL-6 et peuvent ensuite étre stimulés de maniére dose-dépendante par
I’IL-1, le TNF-a et le lipopolysaccharide bactérien (LPS). Les synoviocytes et les fibroblastes de
la capsule articulaire synthétisent également de 1’IL-6. Chez I’homme, Balbanc a trouvé une
corrélation entre I’IL-6 et la collagénase, mais pas avec le TNF (4).
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Figure 9 : Interleukine 6 et son récepteur.
D’apres Revillard (70).
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Middleton et coll. ont détecté une activité IL-6 sur du cartilage humain arthrosique et aucune sur
du cartilage normal (53). De méme, des taux élevés d’IL-6 ont été mis en évidence sur des chiens
atteints d’arthrose expérimentale (77).

Le role de I’IL-6 dans le métabolisme du cartilage n’est pas encore clairement défini mais il y a
peu de chance qu’il ait une activité autocrine. Dans les affections dégénératives toutefois,
I’inflammation périodique aigu€ pourrait résulter en la libération de cytokines inflammatoires
comme I’IL-1 et le TNF-a, qui stimulerait les synoviocytes et les chondrocytes a produire 1’IL-6.
La production d’IL-6 pourrait amplifier le phénomene inflammatoire par son action sur les
cellules B et T, conduisant & une augmentation ultérieure de cytokines et d’enzymes
protéolytiques qui pourront supprimer la synthése et provoquer la dégradation des
protéoglycanes (PGs) de la matrice extracellulaire. Son role dans le processus inflammatoire est
principalement de favoriser la synthése des protéines inflammatoires. Certains auteurs
considérent ’IL-6 (tout comme 1I’'IL-8) comme étant pro-inflammatoire (fig.10). Un autre de ses
roles pourrait é&tre le rétrocontrole de I’'IL-1 et 1’augmentation de production des
TIMPs.(inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases).

2. c- L’interleukine 8

L’interleukine 8 (IL-8) est une cytokine de masse moléculaire 6.5 kDa. L’IL-8 est un agent
chimiotactique efficace pour les neutrophiles. Les chondrocytes libérent des radicaux
superoxydes et des enzymes lysozomiales quand ils sont stimulés par I’'IL-8. Il a ét¢ montré que
I’IL-1 induisait la synthése d’IL-8 par les chondrocytes isolés et des extraits cartilagineux in
vitro. Le role de I’IL-8 dans le métabolisme de la matrice extracellulaire est inconnu a ce jour
mais la potentialisation de sa production par I’'IL-1 pourrait suggérer un rdle directeur dans la
migration des cellules inflammatoires vers leurs organes cibles durant les épisodes de dommage
tissulaire au sein de 1’articulation (67).

2. d- L’ Insuline-like growth factor

L’insuline-like growth factor ( IGF) se rencontre sous deux formes , I'IGF-1 et 'IGF-2 qui sont
deux chaines polypeptidiques de 7.5 kDa. L’IGF est trouvé dans la plupart des tissus du corps et
est sous contrdle de I’hormone de croissance (GH). Dans le sérum, une forte proportion de I’'IGF
est fixée a des protéines de fixation spécifiques de 150 kDa. Le liquide synovial humain montre
une activit¢ IGF mais on ne sait pas si elle est d’origine sérique ou si elle provient de tissus
articulaires.

L’IGF-1 est considéré comme un facteur de réparation tissulaire. L’action de I'IGF-1 fait
intervenir un récepteur spécifique, une protéine hétérotétramérique. In vitro, on a montré que
I’IGF-1 était capable de stimuler la synthése des agrécanes (68), du collagéne de type II et des
protéines. La biosynthése des PGs du cartilage articulaire équin est stimulée par le recombinant
humain de L’IGF-1 de maniére dose-dépendante ; toutefois, la sensibilit¢é aux effets du
recombinant est inversement proportionnelle a I’age de I’animal prélevé. En fait, Platt et Bayliss
ont montré qu’une dose plus importante de recombinant était nécessaire pour une stimulation
maximale du cartilage articulaire équin adulte (68). L’activité de L’IGF-1 serait corrélée a la
gravité de I’atteinte du cartilage arthrosique, contrairement a 1I’'IL-1 (53). On a montré que I’IGF-
1 supprimait la synthése du collagéne de type I et réduisait le
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catabolisme des PGs a base de cartilage bovin in vitro. Il a également été établi que le
recombinant diminuait le taux de libération de PGs endogénes et nouvellement synthétisés de la
matrice extracellulaire in vitro (68).

Plusieurs auteurs ont rapporté une augmentation de la biosynthése des PGs associée a un
regroupement des chondrocytes preés des sites carencés en PGs dans le cartilage arthrosique.
Ainsi, bien que les chondrocytes montrent une augmentation modérée de la biosynthése des PGs
dans les zones endommaggées, une dégénérescence catabolique significative continue de surpasser
toute tentative de réparation de la part du chondrocyte. Il a ét¢ montré une augmentation critique
du taux d’ARN m d’IGF-1 et sa translation active dans les régions en dégénérescence du
cartilage humain. Ces études suggerent que les chondrocytes répondent a la carence en un des
composants de la matrice en produisant de I’'IGF-1 pour promouvoir une réponse réparatrice
autocrine-paracrine qui peut entre autre bloquer les effets délétéres induits par I'IL-1 sur la
dégradation des PGs, mais reste inadéquate. Cette défaillance pourrait s’expliquer par un
probléme de biodisponibilité de I’'IGF-1 di a4 un exceés de protéines de fixation (14). Pelletier et
Martel-Pelletier expliquent cette incapacité de I’'IGF-1 a contrer les effets de I’'IL-1 et du TNF-a
par une résistance du chondrocyte a I’action de cette hormone (57).

2. e- Le Transforming Growth Factor 3

Le Transforming Growth factor B (TGF-p) fait partie d’une famille de molécules structurellement
proches appelées TGF-B1, TGF-p2, TGF-f3, TGF-p4 et TGF-B5. Elles font partie d’une
superfamille de cytokines incluant les protéines morphogéniques osseuses, la substance anti-
mullerienne, 1’activine et I’inhibine. Bien que ces molécules soient proches structurellement du
TGF-B, il n’y a pas de réaction croisée avec le récepteur au TGF-B (59). Au départ, le TGF-B a
été purifié a partir de plaquettes humaines et a été identifié comme un peptide homodimérique de
masse moléculaire 25 kDa. Le TGF-f est potentiellement sécrété par tous les types cellulaires
sous une forme biologiquement inactive. Il a été avancé que le complexe TGF-f latent était
activé par 1’action de protéases exogénes comme la plasmine et la cathepsine D. Trois types de
récepteurs ont été décrits pour le TGF-p, mais un seul permettrait son expression. Alors que le
récepteur au TGF-B semble étre universel, la spécificité de la cible du TGF pourrait étre
déterminée par la capacité de la cellule a activer la forme latente de la molécule, ce qui
constituerait une étape décisive dans I’action du TGF. Il a été montré que la décorine fixait
spécifiquement le TGF-B et elle pourrait étre une forme de stockage du TGF-B sous forme
latente. Le TGF-f latent fixé pourrait jouer un réle primordial dans la régulation de la réponse
chondrocytaire aux dommages cellulaires. La destruction locale du collagéne de la matrice, qui
provoque la libération de décorine et de TGF-B, soumet les chondrocytes avoisinants a une
concentration locale de TGF- activé augmentée, ce qui induirait une activation du métabolisme
matriciel et ainsi un mécanisme de réparation rapide en réponse.

Les effets du TGF-p in vitro ont été étudiés chez un certain nombre d’especes. 11 a été¢ montré que
le TGF-B pouvait augmenter la synthése de PGs et en diminuer le catabolisme sur le cartilage
bovin jeune. Des études plus poussées ont montré que le TGF-f augmentait la synthése
d’agrécanes et d’acide hyaluronique de mani¢re coordonnée de fagon a former des
macromolécules typiques du cartilage articulaire normal. Le TGF-f stimule préférentiellement la
synthése des petits PGs interstitiels de la matrice extracellulaire comme la décorine et le
biglycane. Le facteur de croissance peut également fortement augmenter la production de
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collagene et de fibronectine par les fibroblastes, mais on ne sait pas s’il peut produire la méme
réponse sur les chondrocytes. On a montré que le TGF-f inhibait partiellement la dégradation
cartilagineuse induite par I’IL-1 sur du cartilage articulaire porcin immature ; cette observation
est due partiellement a la capacité du TGF-f a diminuer le nombre de récepteurs a I’IL-1 sur les
chondrocytes. Il a été également montré qu’il augmentait la synthése et la sécrétion de PAI-1 et
de TIMPs et diminuait la synthése d’activateur du plasminogeéne et de la stromélysine. Des
extraits de cartilage articulaire équin cultivés in vitro en présence de recombinant humain de
TGF-B ont montré une synthése augmentée de PGs, bien que ’action soit moins forte que celle
induite par le recombinant de I’'IL-1. Le TGF-P antagonise les effets de I’IL-1 et vice-versa (13).
Chez I’homme, on a également noté que la susceptibilité du cartilage aux facteurs de réparation
tissulaire varie avec 1’age ainsi, le TGF-B est le plus puissant mitogéne sur le cartilage des
patients agés.

Le TGF-p augmente la syntheése de plusieurs constituants de la matrice par diverses cellules,
chondrocytes y compris, et diminue 1’action des protéases. Il diminue la synthése des protéinases

(stromélysine, activateur du plasminogene) et augmente la synthése de leurs inhibiteurs.

2. - Les autres cytokines

Le FGF (Fibroblast Growth Factor) pourrait augmenter la production de MMps induites par I’'IL-
1 et I'IFN-y (interféron y) pourrait potentialiser les effets inhibiteurs de synthése du TNF-a. Le
FGF, tout comme les PDGFs (platelet derived growth factor), les IGFs et les TGF-Bs, est
mitogene et peut étre considéré comme un facteur de réparation tissulaire (13). Le role de ces
cytokines et leur impact réel dans la dégradation articulaire chez le cheval reste a définir.

Les chondrocytes au sein du cartilage articulaire équin synthétisent, organisent et régulent la
mise en place de leur matrice extracellulaire complexe de fagon trés ordonnée et efficace. Malgré
leur isolation spatiale, les chondrocytes maintiennent efficacement une composition matricielle
optimale dans le cartilage sain, et les cytokines apparaissent comme des médiateurs importants
qui contrdlent et coordonnent ce métabolisme. Certaines ont plutdt un role catabolique (IL-6,
TNF-a), alors que d’autres favorisent plutét la réparation tissulaire (IGFs, TGF-Bs). Les
affections dégénératives, qui impliquent une détérioration graduelle de la matrice extracellulaire,
pourraient résulter de [’altération de ces mécanismes de régulation du métabolisme du
chondrocyte (59).( fig.11)

II- ETUDE SPECIFIQUE DU TNF-a

1- Définition et structure

Le Tumor Necrosis Factor-a est une cytokine, plus précisément une monokine produite par les
macrophages activés et les monocytes (11). Le TNF existe sous deux formes a fort degré
d’homologie, le TNF-a et le TNF-B qui, lui, est une lymphotoxine produite par les lymphocytes
T activés. Le TNF fut primitivement mis en évidence par sa capacité a induire in vivo la lyse de
certaines cellules tumorales en culture et la nécrose hémorragique de tumeurs transplantées.
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Figure 11 : Régulation du phénomene inflammatoire par le jeu des cytokines et de leurs
inhibiteurs. D’aprés Cavaillon (11).
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chez des souris (36); il fut également nommé temporairement cachexine du fait de ses
propriétés cachectisantes lors d’infections parasitaires jusqu’a ce que 1’on démontre la similitude
des séquences de ces deux molécules. (tableau 2)

Le TNF-a est un peptide de 157 Acides aminés sous sa forme mature composé de trois sous
unités de 17 kDa chacune. Il est produit sous la forme d’un précurseur de 233 acides aminés
ensuite clivés grace a une métalloprotéinase. Chaque monomere est essentiellement constitué de
feuillets B (fig. 12) Ces trois monomeres s’assemblent pour former un trimére en forme de
cloche qui est la forme biologiquement active prédominante dans le sérum et les autres liquides
physiologiques(fig.13). Il existe également une forme membranaire de TNF-a, de poids
moléculaire 26 kDa, biologiquement active lors de contacts cellulaires, mise en évidence sur les
cellules activées. Il s’agit d’'une molécule ayant conservé son peptide signal.

I1 existe une identité de séquence inter-espece de 71% pour cette molécule.

Les génes du TNF-a sont situés chez I’homme et la souris de maniére unique au sein des geénes
du complexe majeur d’histocompatibilité et est composé de quatre exons. (fig.14)(11)

I1 existe deux récepteurs cellulaires du TNF-q, également capables de fixer le TNF-f3, le TNF R
de type 1 (p55) et le TNF R de type 2 (p75) présentant 28 % d’homologie entre eux. Il
transmettent des signaux d’activation et sont a I’origine de 1’activation du facteur de transcription
NF-kB. Cependant, ces deux récepteurs sont probablement associés a deux fonctions différentes
car I'un est présent en faible quantité et de manicre constitutive (TNF R 1) et I'autre est
inductible. Il existe également des formes solubles de ces deux récepteurs, présents dans les
liquides biologiques. Ils sont constitués des domaines extra-cellulaires des formes membranaires
et sont capables a forte concentration de fixer et d’inhiber le TNF-q, et a contrario d’accroitre sa
demi-vie en le stabilisant a faible concentration. ( tableau 3)(11)

2 — Production et activité biologique

Le TNF-a est reconnu comme étant une cytokine pro-inflammatoire, a I’instar de 1’IL-1 et I’IL-
6. C’est un important médiateur des phénomenes inflammatoires aigus. (11)

Comme la plupart des cytokines pro-inflammatoires, le TNF- a est produit en abondance par
rapport a une cytokine classique qui agit en principe dans I’environnement immédiat, en systéme
autocrine (sur la cellule productrice elle-méme) ou paracrine ( sur les cellules voisines). Le TNF
est sécrété quant a lui a des concentrations plus élevées sous l’influence de systémes
d’amplification (boucles de contrdle) et peut ainsi agir a distance de fagon endocrine au sein du
systéme immunitaire ou sur d’autres organes ou systemes. ( tableau 4 )(30).

Les types de cellules productrices de cytokines sont trés variés mais les sources cellulaires
principales restent les cellules souches des lignées sanguines. Ainsi le TNF-a est il produit
essentiellement par les monocytes et les macrophages, les polynucléaires neutrophiles , les
lymphocytes T, les cellules natural killer et les mastocytes, entre autres.....( tableau 5 )

L’activité biologique du TNF- a est extrémement diversifiée du fait de la trés grande diversité de
cellules sensibles et de sa capacité a induire la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires.
Elle s’explique par I’action des molécules de TNF sur la membrane des cellules sensibles qui
recoivent le message par I’intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques qui relaient ce
dernier grace a I’émission d’un signal interne (fig. 15) (55).
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TNFa TNFB / LTa

Humain Murin Humain Murin

~i\?ombre d’acides aminés .

précurseur 233 235 205 202

forme mature 157 156 171 169
Homologies homme / souris 79 % 74 %
Homologie avec le TNFa - . 28 % 35%
Nombre de cystéines 2 2 0 I
Glycosylation 0 + + +
masse molaire (monomeére) 17.3kDa 18.5kDa 25kDa 18kDa
Chromosome 6p21 17 6p21 17
Nombre d’exons 4 4 4 4

Tableau 2 : Caractéristiques comparées des deux formes de TNF. D’apres Cavaillon (11).
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Figure 12 : Structure tridimensionnelle du TNF- Les zones représentées par des fleches sont en

feuillet B. D’apres Revillard (70).



Figure 13 : Aspect tridimensionnel de 1’association des trois molécules de TNF-a.
D’aprés Cavaillon (11).
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Geénes des TNFa., lymphotoxines o et B au sein du chromosome 6 humain
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Figure 14 : Représentation schématique des génes du TNF humain. D’apres Cavaillon (11).
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kDa a.a. Chromosome Observations

LIGANDS
CD40L 35 - 261
CD30L 26 234
CD27L 193

NGF 26 120

. e

‘iation des neurones
gie avec TNFQ (29% avec TNFp)

s cellules B matures, cellules
olliculaires, cellules épithéliales
omme / souris : 67%)

NK et T (Marqueur Th2)

pour NGF. Le récepteur de haute
rkA

la signalisation de I’apoptose (APO-1)

Xq24 27% homologie avec TNFq (25% avec TNFR)

trimérique, source T activés
9q33 T activés
19pi13.3 présentsur B & T
1p13 homodimere. Facteur neurotrope, favorise la survie
et la différenc
Fas-L 31 278 28% homolo.
RECEPTEURS
CDh40 48 277 20q11.2-13.2 présent sur le
dendritiques f
(homologie h
CD30 595 1p36 - présent sur B,
Cb27 55 12q13 présent sur T
NGF R 70-75 399 17q21-22 faible affinité
: affinité est le |
Fas 36 278 10g24.1 impliqué dans

Tableau 3 : Super famille des ligands et des récepteurs apparentés au TNF.

D’apres Cavaillon (11).
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CYTOKINES & PRODUITS STIMULI AUTRES

MEDIATEURS MICROBIENS IMMUNGLOGIQUES

IL-1;IL-2; TNF bactéries (LPS; TSST-1, tumeurs; GVH Exercice;

GM-CSF;IFNy  SPE A & B, SEB); parasites;, ~  rejet de greffe Particules; Zymosan;
ACTH; mycoplasmes; virus Réact. mixte lymphoc.  Calcium ionophore;

Cross-linking FcyR champignons IgA polymériques mitogénes T, PMA

anti-CD3; anti-CD28  (PHA, PWM, ConA)
anti-CD69 (+ PMA)  Dimethylnitrosamine

traitement OKT3 in vivo Rayons X
fragments fibronectine

Tableau 5 : Les inducteurs du TNF-a au niveau des macrophages. D’apres Cavaillon (11).
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Figure 15 : Schéma des domaines extracellulaires et cytoplasmiques des TNF R et de récepteurs

apparentés ( NGF= Nerve Growth factor). D’apres Cavaillon (11).
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L’action du TNF-a est donc pleiotropique grace a la diversité des cellules sensibles et sa capacité
a pouvoir étre diffusé a distance de la cellule productrice grace aux concentrations élevées qu’il
peut atteindre. Entre autres, il a une action sur le systéme nerveux central, le systéme
immunitaire, les cellules hématopoiétiques et les fibroblastes....Il est une des cytokines majeures
impliquées dans la réaction inflammatoire (fig. 7). Il est responsable du phénoméene de choc
septique dans les infections septicémiques, de phénomeénes de cachexie en cas d’infection
(résorption osseuse, fonte musculaire, action sur les adipocytes) et stimule le développement du
systéme lymphoide périphérique(18). De plus il agit également indirectement en stimulant la
production d’autres cytokines pro-inflammatoires telles 1’interleukine 1 et 6. Il est impliqué dans
de nombreuses situations pathologiques : infections persistantes, septicémies, maladies auto-
immunes et d’hypersensibilité et certains cancers.

Le TNF-a peut également jouer un role anti-cancéreux (d’ou son nom) en induisant la production
d’interféron [ par les fibroblastes qui inhibent la multiplication de certaines cellules normales ou
cancéreuses.

Le mode d’action du TNF-a se fait par I’intermédiaire de sa fixation a ses récepteurs
spécifiques : des récepteurs solubles qui sont obtenus par protéolyse limitée du récepteur
membranaire qui libére les domaines extra-cellulaires intacts (servant ainsi de systéme de
transport ou d’antagoniste en capturant les molécules et les empéchant de se lier aux cellules
réceptrices) et les récepteurs membranaires.

Une fois 1ié a son récepteur membranaire spécifique, le TNF-o induit la production de voies
internes de signalisation et activent des enzymes (kinases) qui initient une cascade de réactions
de la membrane jusqu’au noyau cellulaire ce qui conduit a la transcription de génes cellulaires et
a la synthese de nouvelles protéines.

Le TNF-a est ainsi impliqué dans une cascade d’éveénements qui meénent a la synthése des

protéines inflammatoires de type prostaglandines et thromboxanes (11) ainsi que d’autres
cytokines pro-inflammatoires.

3- Role dans ’inflammation du carpe

Au cours de I’inflammation aigue d’une zone articulaire, il a ét¢ démontré (18) une élévation
signifiante du taux de TNF-a au sein de I’articulation concernée.

Le TNF-a est sécrété au sein de ’articulation a la fois par les monocytes et macrophages, mais
aussi par les chondrocytes et les cellules de la membrane synoviale au cours du phénomeéne
inflammatoire .Ces cellules expriment le géne du TNF-a aprés activation par différents
inducteurs (tableau 5) ; il existe également une voie de régulation négative, le TNF-o régulant sa
propre sécrétion ainsi que différentes cytokines telles L’IL-1 et L’IL-6 principalement.

Le TNF-a est un co-facteur de I’activation des lymphocytes et de thymocytes et de ce fait peut

induire la production d’IL-2 et de ses récepteurs. Il est un activateur des macrophages et induit la
production de PGE2, la libération de lysozyme et la production d’IL-1, d’IL-6, d’IL-8 et d’IL-10.
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Le TNF-a agit conjointement avec l’interleukine 1 en potentialisant ses effets. Il induit la
synthése des métalloprotéases neutres telles que les collagénases, la stromélysine, 1’¢lastase et la
plasmine qui sont responsables de la dégradation de la matrice cartilagineuse par catabolisme de
ses constituants. De plus il augmente la production d” H202 en agissant comme agent de priming
et activant les chondrocytes. Il induit également la production des eicosanoides, des activateurs
du plasminogene et des protéines de la phase aigue, qui sont des protéines inflammatoires et
intervient dans 1’inhibition de la synthése des protéoglycanes et du collageéne de type II, tout en
stimulant la synthése de collagéne de type III. Les chondrocytes, surtout ceux des couches
superficielles, expriment un grand nombre de récepteurs du TNF-a ce qui explique son effet
délétere sur le cartilage au cours de I’inflammation.

La sécrétion du TNF-a a pour résultat ’accumulation accrue de monocytes et neutrophiles dans
I’articulation en augmentant 1’adhésion cellulaire des leucocytes a la paroi endothéliale.

De plus TNF-a induit la production intra-articulaire de différentes cytokines dont IL-6, ILS,
CSFs et lui-méme.

4-Les différentes méthodes de dosage du TNF-a

I1 existe trois méthodes principales de dosage de cette cytokine.

4. a- Les dosages immunologiques

Il s’agit de mesurer la quantité de TNF-a présent dans un liquide biologique en utilisant des
anticorps monoclonaux anti-TNF-a qui se fixeront sur ces molécules.

La technique ELISA est celle la plus utilisée. Le complexe antigéne-anticorps ainsi formé est
quantifié grice a une enzyme qui va réagir avec un substrat adéquat et produire une coloration
quantifiable ensuite par spectrophotométrie. On utilise en général des anticorps monoclonaux
préparés en immunisant des lapins a I’aide de TNF-a. Les sérums et liquides d’ascites sont
récupérés et on isole ainsi des anticorps monoclonaux de type IGg que 1’on fait réagir ensuite sur
les liquides biologiques a analyser.(47)

Il est également possible d’utiliser des techniques radio immunologiques, ou |’anticorps
monoclonal utilisé est alors couplé a une substance radioactive ce qui permettra la quantification
par mesure de la radioactivité émise par les échantillons.(6)

En principe, il existe une bonne antigénicité croisée entre les différents TNF-a de chaque espece
ce qui permettrait d’utiliser des antisérums humains pour les diverses expérimentations
notamment sur les chevaux, mais il existe tout de méme quelques différences de spécificité entre
chaque espece qui pose les limites de I'utilisation de cette technique quant a la précision du
dosage.

Cependant I’intérét est de pouvoir doser a la fois le TNF-a actif biologiquement et celui inerte
car li¢ a différente protéines qui sont pour la plupart des morceaux clivés de récepteurs au TNF et
qui neutralisent son activité.

4. b- Les dosages biologiques
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Ils permettent de doser non plus la quantité totale de molécules de TNF présentes, mais le TNF
biologiquement actif, en mesurant son activité spécifique.

Il s’agit en fait d’utiliser la cytotoxicit¢ du TNF sur des populations cellulaires sensibles et de
mesurer ensuite la destruction de ces cellules par rapport a des témoins positifs et négatifs.

Les lignées cellulaires les plus souvent utilisées sont les cellules de fibrosarcome de souris 1929,
les cellules WHEI 164 et les cellules L-M qui sont les populations cellulaires les plus sensibles
et également les plus faciles a cultiver.(9)

Leur sensibilité est en général augmentée par I’induction des nouvelles syntheses protéiques par
ajout d’actinomycine D ou de cycloheximide. On mesure ensuite la cytotoxicité par adjonction
de différents colorants qui sont incorporés dans les cellules encore vivantes. La
spectrophotométrie permet alors de déterminer le pourcentage de toxicité par rapport a un témoin
sans TNF.

D’autres essais biologiques existent, incluant des techniques de suppression de la lipoprotéine
lipase des adipocytes et la réduction des potentiels de repos du myocyte.

4. c- Les dosages par RT- PCR

Le TNF-a étant une protéine il est possible de le doser indirectement par quantification de sa
molécule d’ARN-m dans les échantillons a tester. Cette technique permet de quantifier les
modulations dans I’expression des génes responsables de la synthése du TNF-a.

Les molécules d’ARN-m de I’échantillon a tester sont mises en incubation avec une enzyme la
transcriptase inverse et des nucléotides ainsi que deux précurseurs d’ADN et une ADN
polymérase : la Tag-polymérase. Une molécule d’ADN est ainsi formée et répliquée a des
millions d’exemplaires par I’ADN polymérase.

Cet ADN est ensuite mis en évidence et quantifié par migration par électrophorese sur gel
d’agarose.

Or cette réplication se fait a un taux constant et exponentiel ce qui permet la quantification des
molécules présentes initialement grace a des courbes standard.

Cette technique d’avenir est cependant encore peu utilisée dans le domaine qui nous intéresse
ici.

III- LES AUTRES FACTEURS DE REGULATION DE IL’HOMEOSTASIE
ARTICULAIRE- ROLE DES METALLOPROTEINASES .

1- Les protéinases
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Quatre classes de protéinases ont été identifiées et la synthése de la plupart d’entre elles est sous
le contrdle de cytokines et d’hormones (fig 6).

1-a Les métalloprotéinases

Les métalloprotéinases de la matrice (MMPs) sont une famille d’enzymes capables de dégrader
la matrice extracellulaire du cartilage articulaire a pH neutre. Elles sont caractérisées par la
nécessité d’un ion Zn 2+ au niveau de leur site actif (43). Les formes latentes de ces
métalloprotéinases sont transformées en formes actives par perte des peptides qui découvrent le
site actif. On peut classer les MMPs auxquelles on s’intéresse chez le cheval en trois groupes :
les stromélysines, les collagénases, et les gélatinases (tableau 5)

La collagénase interstitielle ou tissulaire (ou MMp-1) est spécifique du collagene et clive les trois
chaines de la triple hélice en un méme site : elle coupe la triple hélice de collagene de type II en
deux parties inégales qui sont ensuite sujettes a la protéolyse. La collagénase interstitielle est
produite par une gamme étendue de cellules telles que les macrophages, les fibroblastes, les
cellules synoviales, les ostéoblastes, les chondrocytes et les cellules endothéliales. La seule
action de cette enzyme en attaquant la liaison entre le collagene de type II et le collagene de type
IX peut entrainer une désorganisation majeure de la matrice cartilagineuse .

Il existe une seconde collagénase humaine appelée collagénase neutrophile, ou MMP-8. Cette
dernicre est stockée dans des granules spécifiques dans les polynucléaires neutrophiles (PMN5s)
et sécrétée en réponse a certains stimuli. Ces deux enzymes ont la particularité d’étre efficaces
contre le collagene de type Il mais ont également d’autres substrats. (Tableau 5)

A part la collagénase, la principale métalloprotéinase que I’on trouve dans les cultures de
fibroblastes et de la membrane synoviale est la stromélysine, également appelée protéoglycanase
ou MMP-3. La stromélysine agit sur un certain nombre de constituants de la matrice, y compris
les protéoglycanes et le collagéne entre autre de type II dans les portions non hélicoidales
(tableau 5). Elle attaque la protéine centrale de I’agrécane entre les domaines G1 et G2, et les
fragments sont ensuite éliminés par endocytose ou par diffusion dans le liquide synovial ou le
sang. On pense également que la stromélysine jouerait un role significatif dans ’activation de la
pro-collagénase en collagénase. La stromélysine a besoin de la présence de calcium pour
stabiliser la conformation de 1’enzyme et faciliter la fixation au substrat. En fait le taux de
calcium contenu dans la matrice extra-cellulaire est suffisant.

Une seconde enzyme trés proche de la stromélysine a été isolée et a été appelée stromélysine -
2(ou MMP-10). Une autre enzyme, appelée matrilysine ou MMP-7 a la méme spécificité de
substrat que la stromélysine (12) et est donc capable de dégrader les PGs, la fibronectine, et la
gélatine. Elle est également coactivateur de la collagénase et peut étre intégrée a la famille des
stromélysines.

Le sous-groupe des stromélysines apporte probablement la contribution la plus importante a la
destruction de fond en phase inflammatoire en lien avec leur spécificité de sustrat assez large et
leur pH optimum (62). Les stromélysines ont un role double au sien du cartilage : elles dégradent
les PGs mais permettent ¢galement d’induire la destruction du cartilage par les collagénases.
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L’importance de la collagénase(MMP-1) et de la stromélysine (MMP-3) dans la dégradation de
la matrice est soutenue par le fait qu’on observe de forts taux de ces enzymes dans le

cartilage arthrosique, et la membrane synoviale d’articulations atteintes chez I’homme. On
considere d’ailleurs qu’elles sont corrélées a la sévérité des 1ésions tissulaires.

Une protéinase de 72 kDa, appelée gélatinase-A ou MMP-2, est capable de dégrader la gélatine,
le collagéne de type II dénaturé (entre autre par les autres MMPs) et le collagéne de type IV. Elle
est également efficace contre la fibronectine, I’¢lastine et le collagene de type V, VII, X et XI,
mais pas contre le collagéne de type I et VI (tableau 1). La MMP-2 fait partie des MMPs les plus
répandues et est produite par différentes cellules dont les chondrocytes et les synoviocytes (18).

Une seconde gélatinase, de 92 kDa, aussi appelée gélatinase-B ou MMp-9 est un produit de
sécrétion majeur des PMNs et des macrophages et est également active contre le collagene
dénaturé. La MMp-9 a slirement des roles multiples dans la diapédése cellulaire, I’augmentation
de I’invasion cellulaire et la dégénérescence cartilagineuse par un renouvellement inapproprié de
la matrice extracellulaire (1).

Toutes les MMPs sont sécrétées sous forme de pro-enzymes latentes qui sont activées a
I’extérieur de la cellule. La collagénase est probablement activée par la stromélysine, mais aussi,
ainsi que d’autres enzymes, par la plasmine, issue du plasminogeéne par ’action d’activateurs du
plasminogene, la callicréine et la cathepsine B. Le plasminogeéne tissulaire est controlé par des
activateurs synthétisés par les chondrocytes et la membrane synoviale. Des inhibiteurs des
activateurs du plasminogeéne (PAIl et PAI2) sont également présents dans le cartilage normal. De
méme, la MMP-9 pourrait étre activée par d’autres MMPs comme les MMP-1, -2, -3 et -7. IL est
a noter que de grandes concentrations de polynucléaires neutrophiles sont souvent trouvées dans
I’articulation en cas d’affection de type inflammatoire. Ces cellules contiennent de grandes
quantités de sérine protéinases et de MMPs. La libération de ces enzymes par décharge des
granules pres de la surface articulaire pourrait causer des dommages articulaires.

Les MMPs sont inhibées par deux inhibiteurs tissulaires des MMPs: les TIMPs (tissus
inhibiteurs de métalloprotéinases) et 1’02 macroglobuline, mais la taille importante de cette
dernicre limite son activité. Les TIMPs , au nombre de quatre chez I’homme(27) inhibent toutes
les MMPs connues, ont une forte affinit¢é pour les MMPs actives et forment un complexe
enzyme-inhibiteur de fagon stoechiométrique selon un ratio de 1 pour 1(16). Le TIMP-1 est une
glycoprotéine de 28 kDa, similaire a TIMP-2 (10). Les TIMPs seraient également capables
d’inhiber ou de retarder 1’activation des formes latentes ; ainsi, le TIMP-1 se lie spécifiquement
avec la MMP-9 latente et le TIMP-2 avec la MMP-2 latente. Les RIMPs sont trouvés dans la
plupart des tissus conjonctifs et pourraient étre I’inhibiteur le plus important du cartilage
articulaire.

S’il parait unanime que dans le cas d’une arthrite septique, le taux de TIMPs est déficitaire par
rapport au taux de MMPs (19), en revanche, dans le cas d’une arthrite aseptique ou d’un
phénomene dégénératif, Clegg et coll (20) trouvent une prédominance des TIMPs par rapport aux
MMPs. En fait, les enzymes libérées dans le liquide synovial sont en contacte avec leurs
inhibiteurs : I’a2 macroglobuline, qui est efficace contre toutes les protéinases, et les TIMPs (12).
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Les enzymes complexées avec leurs inhibiteurs sont rapidement évacuées et dans la plupart des
liquides synoviaux, un exces d’activité inhibitrice est trouvé.

Dans le cas d’arthrites septiques, par contre, la libération de protéinases par une grande quantité
de neutrophiles fait que la capacité inhibitrice du liquide synovial est dépassée. Dans le cas de
I’arthrose humaine, les résultats sont sujets a controverse. En fait, ¢’est I’équilibre entre les deux
qui est important pour la progression de 1’affection.

Pour ce qui est du cartilage normal, un léger excés de TIMPs est pressenti. Les cellules
articulaires telles que les chondrocytes et les fibroblastes synoviaux sont capables de produire
TIMP-1 et TIMP-2 alors que les monocytes sanguins périphériques ne sont capables de produire
que TIMP-1(19). Les TIMPs fixés aux MMPs ne sont toutefois pas décelables par la méthode de
la zymographie reverse.

En résumé, les MMPs semblent jouer un role majeur dans la dégradation du cartilage articulaire.
Leur sécrétion est stimulée par le biais des cytokines inflammatoires IL-1 et TNF-o qui agissent
sur les chondrocytes. Clegg et carter ont montré que I’activation des MMPs, en particulier des
gélatinases, était un événement majeur dans le développement d’affections dégénératives (17).
De méme, il a ét¢ montré que les concentrations de fragments de PGs, de stromélysine, de
collagénase et de TIMPs étaient augmentées de fagon significative dans le liquide synovial de
patients arthrosiques.

1-b Les sérine protéinases

Le taux de sérine protéinases endogenes dans le cartilage est relativement faible comparé au taux
de MMPs (12). Depuis longtemps, I’association a été faite entre la dégradation cartilagineuse et
la plasmine. L’activation de la procollagénase par la plasmine a ensuite ét¢ admise. Les
activateurs du plasminogéne font partie des sérine protéinases.

Deux types d’activateurs du plasminogeéne ont été isolés dans le liquide synovial de patients
arthrosiques : un activateur tissulaire (tPA) et un activateur de type urokinase (uPA). Tous deux
clivent la plasminogéne en plasmine active et le systetme est régulé par un ensemble
d’inhibiteurs.

Il a ét¢ démontré que L’IL-1 et le TNF-a stimulaient la production de tPA et d’uPA par le
cartilage. Le plasminogeéne, qui n’est probablement pas synthétisé par le chondrocyte, est présent
dans la matrice cartilagineuse en quantité¢ suffisante. Il a ét¢ avancé que le tPA libéré par le
cartilage permettait la conversion du plasminogeéne en plasmine qui, & son tour, activerait la
stromélysine et la collagénase.

L’¢lastase et la cathepsine G sont d’autres sérines protéinases, qui ont une capacité a dégrader
les protéoglycanes.

1-c les cystéine protéinases
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Les cathepsines B, H et L sont des protéinases lysozomiales qui appartiennent a la famille des
cystéine protéinases. Les cathepsines B et L, qui sont les plus connues, clivent les extrémités
peptidiques du collagéne. La cathepsine B, clive également la zone de fixation de 1’acide
hyaluronique des protéoglycanes et dégrade la région de fixation des GAGs en de petits
fragments. Les deux cathepsines générent des sites de clivage sur les protéines de liaison. La
cathepsine B active également les MMPs. Des taux augmentés de cathepsine B ont été trouvés
dans du cartilage humain arthrosique.

Les chondrocytes et les synoviocytes seraient capables de produire des inhibiteurs des cystéine
protéinases et le déséquilibre entre les deux a été mis en évidence dans le cartilage arthrosique.
Expérimentalement, la sécrétion de cathepsine est stimulée par I’'IL-1 et le TNF-a.

Les calpaines, des cystéines protéinases du cytosol actives a pH alcalin et calcium dépendantes
sont également trouvées dans le liquide synovial d’articulations arthrosiques humaines et sont
capables de dégrader les PGs (14). Elles sont capables de dégrader rapidement a la fois les
monomeres et les agrégats.

1-d Les protéinases aspartiques

Un résidu acide aspartique est nécessaire a 1’action catalytique de la cathepsine D. Dans les
conditions inflammatoires et durant les périodes de destruction rapide de la matrice, elle est
sécrétée a ’extérieur de la cellule par les macrophages et les cellules du tissu conjonctif,
principalement sous forme de proenzyme. La cathepsine est la protéinase lysosomiale la plus
importante en milieu acide, ce qui limite son action in-vivo aux zones ou le CO2 et I’acide
lactique peuvent créer un pH suffisamment bas. La cathepsine dégrade les protéoglycanes a un
pH optimal de 5 en clivant la zone de fixation de 1’acide hyaluronique ainsi que plusieurs autres
sites dans les zones riches en GAGs. Elle également capable de dégrader le collagéne de type II.
On pensait qu’elle était la principale enzyme de dégradation dans 1’espace péricellulaire du
chondrocyte mais on se pose désormais la question de connaitre son rdle réel dans la dégradation
du cartilage arthrosique.

2- Les prostaglandines

On savait depuis quelque temps que les prostaglandines étaient produites par les articulations
inflammées et qu’elles pouvaient diminuer le taux de protéoglycanes de la matrice cartilagineuse.
La relation entre I’IL-1 et la production de PGE2 a été établie.

Les effets de la PGE2 sur les articulations comprennent un vasodilatation, une augmentation de
la sensation de douleur, une diminution du taux de PGs du cartilage (par dégradation et inhibition
de la syntheése), une déminéralisation osseuse et la promotion de la sécrétion d’activateurs du
plasminogene (42).
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Un rdle pro-inflammatoire a été avancé pour la PGE2 (15) et la phospholipase A2 (PLA2) dans
un certain nombre d’affections chez I’homme, y compris 1’arthrose. Le role de PLA2 dans la
pathogénie de ces affections pourrait étre dii a son activité enzymatique qui aboutit a la formation
de divers médiateurs de [D’inflammation comme les prostaglandines, le PAF et les
lysophosphoslipides. Il est supposé¢ que la PLA2 trouvée dans le liquide synovial est issue des
chondrocytes plutot que des autres types cellulaires. La stimulation des enzymes de dégradation
par les chondrocytes pourrait étre liée a la synthése de prostaglandines via 1’action de la PLA2 en
réponse a I’IL-1 et au traumatisme mécanique. La corrélation positive entre la PLA2 et la
stromélysine conduit a la supposition que la syntheése d’enzymes de dégradation des PGs par les
chondrocytes est régulée par la PLA2 associée a la membrane par recrutement d’acide
arachidonique et formation de prostaglandines.

D’autres études montrent que les prostaglandines pourraient augmenter la dégradation des PGs et
la libération de MMPs latentes sur des cultures de chondrocytes. Il a été¢ ¢galement établi qu’une
diminution du taux de prostaglandines intracellulaires diminuait la synthése de MMPs par les
cellules synoviales et que les corticostéroides, qui sont des inhibiteurs puissants de la PLA2
¢taient efficaces pour diminuer la synthese de stromélysine par les chondrocytes.

Une activité élevée de PLA2 a été démontrée dans les zones soumises a forte pression du
cartilage articulaire, alors que 1’activité est faible dans les ostéophytes.

Pour ce qui est de la PGE2, elle posséde d’indéniables effets pro-inflammatoires et servirait de
relais d’action de I'IL-1. Cependant, elle pourrait peut-étre contrebalancer les effets de I’'IL-1
dans une boucle de rétrocontréle négatif (15). May et coll (51) ont montré que la PGE2 était
corrélée a la douleur et donc la boiterie et qu’elle n’avait pas de lien avec le taux de leucocytes
synoviaux, suggérant par la qu’elle était produite par les cellules de ’articulation.

3-Les radicaux libres

En cas d’inflammation, la NADPH oxydase intégrée a la membrane cellulaire des PMNs et des
macrophages produit des radicaux libres dérivés de 1’oxygéne dont I’anion superoxyde( * O2-),
les radicaux hydroxyl et le peroxyde d’hydrogéne. Ces métabolites de 1’oxygene sont libérés par
la cellule et peuvent endommager les molécules avec lesquelles ils sont en contact. Les tissus
articulaires pourraient servir de cible a 1’attaque des radicaux libres au cours de 1’inflammation
chronique ou aigue, car ils sont capables de cliver les protéoglycanes et les molécules de
collagene in vitro. Des études ont montré le clivage de 1’acide hyaluronique par 1’anion
superoxyde et les radicaux hydroxyl. On a également la preuve que le superoxyde peut dégrader
les chaines o du collagene.

Par ailleurs, on a supposé qu’en plus des effets directs sur les composants matriciels, les radicaux
libres pouvaient activer la collagénase latente de PMN et ainsi augmenter la destruction de la
matrice. Le peroxyde d’hydrogene est capable de dépolymériser les agrégats de PGs de cartilage
humain in vitro, ce qui pourrait étre une conséquence éventuelle de la dégradation de 1’acide
hyaluronique et d’inhiber leur synthése. Le capteur de radicaux libres le plus efficace dans ce
contexte est la catalase, ce qui impliquerait que le peroxyde d’hydrogéne est le plus actif des
radicaux libres.
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L’oxyde nitrique (NO), un médiateur physiologique important, que 1’on pensait étre efficace pour
piéger les radicaux libres de par son affinité¢ élevée pour I’anion superoxyde, génere en fait
d’autres molécules tout aussi nocives. Bird et coll ont récemment montré que le NO régulait les
effets de I’IL-1 sur la synthese de PGs, mais qu’il était également antagoniste de la dégradation
des PGs. Le NO aurait donc a la fois des effets cataboliques et anticataboliques sur le cartilage
articulaire (7).

ETUDE EXPERIMENTALE

I- MATERIEL ET METHODE

1- Les chevaux

Les sujets ont été recrutés parmi les chevaux du service d’anatomie de ’ENVA. 1l s’agit de trois
trotteurs francais, un male castré et deux femelles. Leur poids moyen était de 534 kg, + /- 57 kg
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et mesurant 1.61 m, +/- 10.4 cm, au garrot. L’examen clinique préliminaire a cette étude n’a
révélé aucun probléme de santé et aucune boiterie n’a été décelée sur aucun membre que ce soit
sur terrain souple comme sur terrain dur. Des clichés radiographiques ont été effectués sur les
carpes de ces animaux en incidences oblique dorso-latérale et dorso-médiale afin d’écarter toute
anomalie sub-clinique pouvant interférer avec I’étude. Ces clichés se sont révélés normaux pour
tous les chevaux. Les sujets ont été confinés au box pendant toute la durée de 1’étude, puis ont été
euthanasiés a J 21 apres le début des expérimentations.

2- Induction des 1ésions

Préalablement a I’induction de la synovite, les carpes droit et gauche de chaque cheval ont été
tondus et désinfectés. Puis, un prélévement de liquide synovial a été effectué¢ sur chacune de ces
articulations par arthrocentése. Ensuite, il a été injecté respectivement dans le carpe droit 75uL
d’une solution a 10pg par mL (soit 0.75 pg) de lipopolysaccharide d’Escherichia coli O55 : BS
(LPS) diluée dans du soluté physiologique a 0.9% (NaCl) pour un volume total de 0.5 mL, et
uniquement du soluté en volume identique dans le carpe gauche. Chaque cheval était donc en
quelque sorte son propre témoin par 1’intermédiaire de 1’articulation gauche.

Le LPS fait partie de la membrane externe des bactéries et est relargué lors de bactériolyse ou
durant des périodes de prolifération rapide de bactéries. (25)

La voie d’abord au niveau articulaire s’est située au niveau d’une dépression entre le radius et
’0s carpal radial, médialement a I’extenseur radial du carpe, le membre étant semi fléchi. (fig.16)

3-Réalisation des prélévements

Les prélévements ont été réalisés respectivement a JO (donc avant induction), JO+3h, J1, J3, J7,
J10, J15 et J21. Les chevaux ont ¢été préalablement tranquillisés a 1’aide de maléate
d’acépromazine ( Calmivet ND ) a la dose de 0.03 mg par kilo, par voie intramusculaire environ
vingt minute avant une sédation a 1’aide de chlorhydrate de romifidine ( Sédivet ND ) a la dose
de 0.035 mg par kilo par voie intraveineuse.(tableau 7)

Une prise de sang a été¢ systématiquement effectuée pour recueillir le sérum (sur tube sec) et le
plasma (sur tube EDTA).

Des échantillons de liquide synovial ont été prélevés par ponction articulaire des carpes droits et
gauches et recueillis sur tubes héparinés. Puis ils ont été centrifugés a 2500 g pendant 10 minutes
a 4°C puis conservés a — 80°C dans I’attente des dosages immunologiques
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Figure 16 : sites d’arthrocentése du carpe chez le cheval. En 1, site de ponction de ’articulation
antébrachio-carpienne utilisé lors de I’étude .
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Pour des problémes liés a la contention du cheval n° 2, il n’a pas été possible de récolter du
liquide synovial sur I’articulation gauche a JO+3h, J7 et J15 et sur I’articulation droite a JO+3h sur
cet animal.

4-Suivi clinique des animaux

Dans le but de corréler les signes éventuels d’inflammation avec les résultats des dosages
effectués, un examen clinique a été réalisé toutes les deux heures le premier jour, puis tous les
jours pendant 2 semaines et enfin tous les deux jours la derni¢re semaine. La fréquence cardiaque
et la température rectales ont été relevées, ainsi que la température des carpes, notée de 0 (froid)
a 5 (trés chaud) et la douleur a la flexion, notée de 0 (absente) a 4 (trés forte). De plus, la
circonférence des carpes a ét¢ mesurée sous le processus styloide du radius, a hauteur de 1’os
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A J+48h, le colorant rouge neutre est préparé extemporanément en diluant une solution a 3.3g/L
au 1/10 puis additionné a raison de 50ul par puits au milieu. Aprés une incubation d’une heure a
37°C, deux lavages au PBS chaud sont réalisés (centrifugation & 1500tr/min pendant 8 min). On
ajoute alors une solution de lyse cellulaire (10mL d’éthanol+ 10mL de Na,HPO,) a raison de
150uL par puits. On agite 5 min sur un agitateur de plaque et on lit au spectrophotometre a
540nm de longueur d’onde. Sur chaque plaque, on ménage des puits témoins : témoins contenant
des cellules incubées sans prélévement, avec et sans actinomycine-D, témoins positifs contenant
des cellules incubées avec une solution étalon de TNF-a.

On mesure ensuite la cytotoxicité du TNF-a en comparant la densité optique de 1’échantillon par
rapport a celle du témoin cellulaire (100% de survie). La référence de TNF-a (en unité par mL) a
été posée comme étant 1’inverse de la dilution pour laquelle on observe une cytotoxicité de 50%.
L ‘activité du TNF-a pour laquelle on a une cytotoxicité de 50% est donc de 1U/mL.

On a donc : % de cytotoxicité=1-(DO 540 de I’échantillon/ DO 540 du témoin) x100 (fig.17)

6- Dosage des métalloprotéinases matricielles

L’activité des gélatinases a été dosée par une zymographie au SDS-PAGE (sodium-dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis) selon la méthode décrite par Clegg et coll (18) avec
quelques modifications (34). Ce dosage est hautement spécifique car il est basé sur une réaction
enzyme-substrat et permet d’obtenir le poids moléculaire des enzymes.

Le liquide synovial est dilué dans un tampon non réducteur Tris —-HCl pH 6,8 (1 % de sodium
dodécyl sulfate, 5% de glycérol, 0.004 % de bleu de bromophénol), incubé au bain-marie une
heure a 37° C et déposé sur un gel de séparation a 10% d’acrylamide/bisacrylamide (25 pg de
protéines totales par puits) et contenant 2.5 mg /mL de gélatine (sigma G 2500 type A) ; le gel de
concentration est a un taux de 5% d’acrylamide.

Aprés migration dans le tampon de Laemmli ( 85 V durant 20 min puis 150 V pendant environ
deux heures), le gel est ensuite placé dans un tampon de renaturation a 2,5% de Triton X-100
pendant une heure a température ambiante, rincé plusieurs fois puis incubé dans un tampon de
lavage Tris-HCI 1M , pH 7.4 et enfin incubé un minimum de 72 heures dans un tampon de
réactivation contenant 5S0mM de tris-HCI de CaCl2, 10mM de NaCl et 0,05% de Brij 35, pH 7.4.
Débarrassé du tampon de réactivation, le gel est incubé au minimum une heure en agitation
douce dans un tampon de coloration au bleu de Coomassie R250 (5 mg/L) contenant 10 %
d’acide acétique, 30 % de propanol-2 et 60 % d’eau distillée, puis décoloré par un tampon a 10 %
d’acide acétique, 40 % de méthanol et 50 % d’eau distillée, afin de visualiser les bandes.

Les zones d’éclaircissement du gel teinté en bleu montrent la dégradation de la gélatine. Le
calcul du poids moléculaire de la bande se fait grace a un marqueur d’étalonnage (Amersham
code RPN 756, 14.3-220kDa) dilué au 1/5 ¢éme dans le Tampon Tris-HCI pH 6,8.

Pour une bande de lyse donnée, I’étendue du sustrat décoloré est ensuite évaluée par
densitométrie. L’image du gel est acquise et archivée par un logiciel d’analyse
d’autoradiographies (Densylab, Photcapt systems). L’activit¢ des MMPs totales (formes latentes
et actives) est exprimée de maniere semi-quantitative, en tenant compte de l’intensité, de la
surface de la bande et de son poids moléculaire.
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Figure 17 : Courbe témoin du TNF-a (échelle logarithmique)
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Pour définir la spécificité des protéases, on incube le gel dans un tampon de réactivation en
présence d’un inhibiteur spécifique des métalloprotéinases, ’EDTA (acide éthyléne diaminetétra-
acétique), de concentration finale 20mM. Cette derniére manipulation permet de confirmer que
les enzymes sont des métalloendopeptidases.

7 — Autres expériences satellites

Cette étude rapporte les résultats obtenus sur les dosages du TNF-a et des métalloprotéinases,
mais d’autres dosages ont été effectués parallelement afin de profiter du protocole expérimental
mis en place. Pour mémoire ont ainsi été réalisés le dosage des protéines totales, 1’électrophorése
des protéines, la numération des leucocytes, les mesures de la vitesse de sédimentation, tous ces
paramétres étant supposés pouvoir étre des marqueurs de I’inflammation utilisables pour mettre
au point une technique de détection.

8-Examen post-mortem

A la fin des trois semaines d’expérimentation, les sujets ont été euthanasiés afin de réaliser un
examen anatomopathologique des articulations pour vérifier 1’étendue des Iésions
inflammatoires. Sur chaque carpe, des échantillons de la membrane synoviale et de la capsule
articulaire ont été prélevés et un examen histologique a été effectué apres coloration a 1’hémalun-
¢osine-safran. Apres dissection articulaire, les anomalies sur les structures péri-articulaires, les
surfaces articulaires et la membrane synoviale ont été relevées. (tableau 7).

II-RESULTATS

1-Suivi clinique

La majorité des parametres cliniques étudiés a montré un pic le jour suivant 1’induction de la
synovite (tableau 8).

Une augmentation significative de la fréquence cardiaque a été relevée entre le premier et le
troisieme jour et une légere hyperthermie s’est manifestée le premier jour, pour ensuite
disparaitre rapidement.(annexe 1).

Une tuméfaction importante du membre induit a pu étre mise en évidence du premier au
quatrieme jour suivant I’induction et a persisté tout le long de I’expérimentation, mais a un
moindre degré. Quand au carpe témoin, sa circonférence a augmenté dans une moindre mesure
(0.5 a 1cm), pendant trois jours apres I’induction.

Le premier jour, les trois sujets ont montré une diminution notable de la flexion passive du carpe,
accompagné de signes de douleur. Ces symptdmes ont été transitoires et modérés chez les
chevaux un et deux, mais beaucoup plus marqués chez le cheval trois qui, présentant les
manifestations d’une vive douleur, a re¢u une injection intra-musculaire de sulfate de morphine a
la dose de 60mg.
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Cheval 1 Cheval 2 Cheval 3

AD AG AD AG AD AG
Inflammation J7 ++ 0 4 0 4+ 0
péri-articulaire |J14 + 0 + 0 ++ 0
J21 0 0 0 0 + 0
Distension J7 ++ 0 4+ 0 4+ 0
synoviale J14 ++ 0 ++ + 4+ i
J21 + 0 + ++ ++ ++
Synovite AABC | J7 + 0 + 0 + 0
J14 + 0 + 0 + +
J21 ++ + ++ + ++ +
Synovite ERC J7 0 0 + + ++ 0
J14 + ? 0 + + 0
J21 0 0 0 + 0 0
Synovite EDD J7 ++ 0 0 0 0 0
J14 + + ++ + 0 +
J21 + 0 ++ 0 + +
Ostéophyte J7 0 0 0 0 0 +
J14 0 0 0 0 0 +
J21 0 0 0 0 0 +
Total J7 7 7 1 g 1
J14 6 1 6 3 6 4
J21 4 1 5 4 6 5

Tableau 8: Anomalies observées a 1’échographie sur les carpes des trois chevaux a J7, J14
et J21 et scores échographiques. AABC :articulation antébrachio-carpienne ;
ERC :extenseur radial du carpe ; EDD :extenseur dorsal du doigt.
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Une ¢élévation de la température de la face dorsale des carpes droites a été relevée de J1 jusqu’a
environ a J4 a J6 et est restée constante au cours de I’étude pour deux sujets, quant aux carpes
témoins, les manifestations de chaleur ont été plus tardives et plus fugaces de J2

A J6.

Tous les chevaux ont boit¢é au niveau du membre antérieur droit dés le premier jour de
I’expérience, qui a persisté a un niveau moindre durant toute la durée de I’étude, sauf chez le
cheval 2 qui ne boitait plus dés le troisiéme jour.

2- Imagerie médicale

A T’échographie, des signes nets de synovite sur le carpe induit ont été relevés a J7, ces
anomalies se sont atténuées, mais étaientvisibles alldet]J21.

Le carpe témoin a également montré des modifications a 1’échographie, mais plus tardivement, et
a un degré moindre.

L’examen radiographique n’a révélé quand a lui que peu de modifications excepté, sur deux
animaux, une légere densification de I’os sous-chondral du bord dorsal de I’os radial.

3- Biochimie

Ces résultats font partie des expériences satellites menées au cours de I’étude, mais donnent une
bonne idée de 1’état de la réaction inflammatoire au cours de 1’expérience, ce qui pourra nous
aider dans notre interprétation des résultats obtenus.

Dans le liquide synovial, il a été relevé une augmentation nette du nombre de leucocytes,
principalement des neutrophiles dés J1 avec un pic plus élevé au niveau de ’articulation induite.
Cette neutrophilie s’est atténuée en une dizaine de jours sur le carpe témoin et en deux a trois
semaines sur I’articulation lésée.

De plus, une nette augmentation des protéines synoviales, notamment des al-globulines, dés
trois heures apres 1’induction, a gauche comme a droite, avec des valeurs cependant plus ¢levées
a droite. Cette élévation a persisté jusqu’a J10.

Quant aux signes systémiques de l’inflammation, le taux de protéine plasmatique est resté
constant excepté une forte ¢lévation des al globulines.

Les vitesses de sédimentation sont en moyenne supérieures jusqu’a J7 aux valeurs relevées sur
les courbes témoins de chaque cheval puis ont tendance a devenir inférieures aux valeurs de

référence apres la premiére semaine.(annexe 1)

4-Dosage du TNF-a

Ce qui est d’emblée remarquable au cours de ces dosages dont les résultats sont exprimés en
pourcentage de toxicité, c’est la variabilité¢ du taux de base de TNF-o chez chaque animal quel
que soit le liquide biologique étudié. A Jo les taux de TNF-a sont respectivement par exemple au
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niveau du carpe droit mesurés a 55 % chez le cheval 1, 47% chez le cheval 2 et 0 chez le cheval
3. Cette variabilité se retrouve au niveau du carpe controlatéral, du sérum et du plasma.

4-a Dosage du TNF-a dans le sérum et le plasma.

Nous allons nous intéresser aux phases au cours desquelles le taux de TNF-a est passé au dessus
du taux de base de TNF mesuré a JO pour rechercher une élévation de la concentration de cette
molécule concomitante a I’inflammation.

Chez le cheval 1, le taux de TNF aprés une bréve chute reste globalement supérieur au taux de
base de JO+3h a J3 dans le sérum, avec un pic centré sur J1 (85 % de toxicité). Dans le plasma,
il augmente de J1 a J10 avec un pic a J3.

Chez le cheval deux, le taux de base mesuré est d’environ 51 % de toxicité dans le sérum et le
plasma et varie trés peu au cours de 1’expérimentation, restant sensiblement centré au tour de

cette valeur, sauf une mesure a 59 % a J15 dans le sérum qui ne semble pas significative.

Chez le cheval trois, dans le sérum, il y a une augmentation du taux de TNF de JO+3h a J7 ; et
une ¢€lévation de ce taux de JO+3h a J15 dans le plasma.

4-b Dosage du TNF-a au dans les liquides synoviaux

4-b-1 Chez le cheval 1

Au niveau du carpe droit, il y a une élévation du taux de TNF-a de JO+3h a J10 avec un pic a J7
de 64 % de toxicité. (fig. 18)

Au niveau du carpe gauche, il y a une ¢élévation transitoire du taux de TNF-a entre JO+3h et J3
centrée sur J1 avec un pic a 60% puis le taux devient assez variable pendant le reste de
I’expérimentation (fig. 21).

Sur les deux courbes comparées carpe droit et carpe gauche, on remarque que 1’élévation du taux
de TNFa se fait de manicre plus marquée et sur une durée plus élevée au niveau du carpe droit

par rapport au carpe témoin (fig.24).

4-b-2 Chez le cheval 2

Le taux de TNF-a dans le carpe droit a une valeur maximale a J1 (60%) (fig.19). Il est
raisonnable de penser qu’il y a une ¢€lévation de ce taux a partir de JO+3h mais la mesure n’a pu
étre effectuée a cause de 1’agitation de I’animal .Le taux de TNFa décroit ensuite jusqu’a J3 puis
a une légere tendance a s’élever pour revenir a la valeur de départ sur la fin de 1’expérience.
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Figure 18 : Evolution du taux de TNF-a dans le carpe droit du cheval n°1 au cours de 1’étude.
Dilutions au 1/16, 1/32 et 1/64.
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Figure 19 : évolution du taux de TNF-a dans le carpe droit du cheval n°2 au cours de

I’¢étude.

Dilutions au 1/16, 1/32, 1/64.
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Figure 20 : Evolution du taux de TNF-a dans le carpe droit du cheval n°3 au cours de I’étude.
Dilutions au 1/2, 1/4, 1/8, 1/16.
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Figure 21 : Evolution du taux de TNF-a dans le carpe gauche du cheval n° 1 au cours de 1’étude.

Dilutions 1/16, 1/32 et 1/64.
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Figure 22 : Evolution du taux de TNF-a dans le carpe gauche du cheval n°2 au cours de 1’étude.
Dilutions au 1/16, 1/32, 1/64.
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Figure 23 : Evolution du taux de TNF-a dans le carpe gauche du cheval n°3 au cours de 1’étude.
Dilutions au 1/2,1/4, 1/8,1/16.
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Figure 24 : Comparaison de 1’évolution des taux de TNF-a dans le sérum et le plasma au cours de
I’étude chez le cheval 1( dilution au 1/16)

57




% dLIDIXOL

100

90

80

—&— carpe droit

—&— carpe gauche

30 4

20 f e

10 +

® X";z» A\ < \(\ \\Q \\6 Q\
xQ
JOURS

Figure 25 : Comparaison de 1’évolution des taux de TNF-a dans les deux carpes au cours de 1’étude (
dilution au 1/16) chez le cheval n°1.
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Figure 26 : Comparaison de I’évolution du taux de TNF-a dans le sérum et le plasma au cours de
I’¢étude (dilution au 1/16) chez le cheval n°2.
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Figure 27 : Comparaison de I’évolution des taux de TNF-a dans les deux carpes au cours de 1’étude
(dilution au 1/16) chez le cheval n°2.
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Figure 29 : Comparaison de 1’évolution des taux de TNF-a dans les deux carpes au cours de 1’étude (
dilution au 1/16) chez le cheval n°3.
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Dans le carpe gauche, on manque de valeurs de mesure, mais il semble que ce taux reste
sensiblement entre les valeurs de 60% et 50% au cours des trois semaines d’expérimentation
(fig.22).

Sur les deux courbes comparées, on ne peut vraiment déduire une différence d’évolution entre les

taux de TNF des deux liquides synoviaux respectifs, les deux courbes restant assez proches
(fig.27).

4-b-3 Chez le cheval 3

Dans le carpe droit, le taux de TNF-a s’¢éléve de JO+3h jusqu’a J7 avec un pic a J1 puis se
rééléve de J10 a la fin de I’expérimentation (fig. 20).

Dans le carpe gauche, il y a une légere élévation du taux de TNF-a jusqu’a JO+3h qui aurait
plutot tendance a diminuer ensuite jusqu’a J1 puis a rester relativement stable avec des variations

mineures autour du taux de base (fig. 23 ).

Sur les deux courbes comparées, on remarque un décalage entre les deux pics de TNF dans les
liquides synoviaux, celle dans le carpe témoin étant plus précoce et plus transitoire (fig. 29).

5-Dosage des métalloprotéinases matricielles

Cette ¢étude montre par le biais de I’étude densitométrique de zymogrammes, une suractivation
des MMPs dans le liquide articulaire. En effet le standard de référence a permis d’obtenir les
poids moléculaires de différentes bandes enzymatiques.

5-a Etude qualitative

Les gélatinases trouvées dans cette étude sont les mémes que celles trouvées dans 1’étude de
Clegg et coll. (19), a partir d’articulations septiques et aseptiques.

La forme latente de MMP-2 se manifeste par une bande protéique assez large a 66kDa, alors que
sa forme active se refléte par une bande plus fine, plus inconstante, a 59kDa.

Une bande peut étre observée a 99 kDa, ce qui correspond au MMP-9 monomere sous forme
latente, une bande de 84 kDa correspondant a sa forme activée et une bande de 225 kDa
correspondant au MMP-9 dimére.

D’autres enzymes ont montré une activité gélatinolytique aux alentours de 40 kDa, mais leur
présence dans le liquide synovial n’est pas forcément corrélée aux I€sions articulaires (31).

5-b Etude quantitative

L’activité des MMP-2 est augmentée dans les membres induits de J3 a J21 pour les chevaux 1 et
2 de fagon nette. Pour le cheval trois, 1’activité des MMP-2 reste globalement supérieure dans le
carpe induit dés JO+3h jusqu’a J21 avec un pic entre J1 et J7 sans que la différence d’activité
entre les deux carpes soit cependant trés élevée (fig. 30a 32).

Pour le MMP-9 monomeére et dimere, une augmentation est visible de JO+3h a J7 pour les
chevaux 1 et 3(avec un pic centré sur J3 pour le cheval 1). On observe un effet rebond a J10 et
J15 respectivement pour les chevaux 1 et 3 (fig. 33 a 38).

Quant au cheval 2, une augmentation des MMP-9 est relevée entre JO+3h et J3.
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Figure 30 :Evolution du taux de MMP-2 synoviales du cheval 1 au cours de 1’étude dans les
deux carpes
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Figure 31 : Evolution du taux de MMP-2 synoviales du cheval 2 au cours de I’étude dans les deux carpes.
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Figure 32 : Evolution du taux de MMP-2 synoviales du cheval 3 au cours de I’é¢tude dans les deux

carpes.
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Figure 33 : Evolution du taux de MMP-9 monomeéres synoviales du cheval 1 au cours de 1’étude dans
les deux carpes
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Figure 34 : Evolution du taux de MMP-9 monomeéres synoviales du cheval 2 au cours de 1’étude dans les

deux carpes.
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Figure 35 : Evolution du taux de MMP-9 monomeres synoviales du cheval 3 au cours de 1’étude dans les
deux carpes.
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Figure 36 : Evolution du taux de MMP-9 diméres synoviales du cheval 1 au cours de I’étude dans les
deux carpes.
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Figure 37 : Evolution du taux de MMP-9 dimeéres synoviales chez le cheval 2 au cours de I’étude.
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Figure 38 : Evolution du taux de MMP-9 dimeéres synoviales chez le cheval 3 au cours de I’étude dans les deux

carpes.
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DISCUSSION

I- FIABILITE DE LA TECHNIQUE ; CHOIX DU PROTOCOLE

1-Les chevaux

Cette ¢étude a ét¢ menée sur un petit échantillon qui n’est pas statistiquement significatif.
Cependant, il s’agissait d’évaluer I’intérét de la mise en place de ce modele afin de réaliser des
¢tudes futures et dégager une méthode de dosage possible. Du fait que le protocole mis en place
était extrémement lourd a réaliser, nous avons opté pour un petit échantillon.

Les trois chevaux utilisés étaient des individus adultes (age moyen 6.5 ans). En effet, il a été
montré que ’activité métabolique au sein de I’articulation était moins marquée chez les chevaux
agés. Ils étaient de plus cliniquement sains et non entrainés au moins I’année précédent 1’étude :
aucun phénomene inflammatoire engendré par les contraintes lies a 1’activité sportive n’était
donc actif et susceptible d’interférer avec 1’étude.

Maclllwraith a en effet montré que des traumatismes répétés sur un cartilage sain entrainaient
une inflammation des tissus mous, un tiraillement des capsules articulaires , voire une instabilité
articulaire , pouvant étre a I’origine de la réaction en chaine de dégradation du cartilage (38).

2-choix du modéle et induction de la synovite

La dose de LPS choisie est intermédiaire par rapport a ce qui est rapporté dans la bibliographie et
a permis d’obtenir un effet significatif tout en restant dans les limites du tolérable. Palmer et
Bertone (53) ont montré que des faibles doses de LPS pouvaient fournir un modéle de synovite
correct sans répercussions systémiques (signes d’endotoxémie: hyperthermie, abattement,
inappétence, boiterie sans appui pour des doses inférieures ou égales a 0.5mg). Todhunter et coll
obtiennent des signes cliniques beaucoup plus marqués que dans notre étude en utilisant du LPS
a forte dose ( 0,02pg/kg) additionné de sulfate de morphine a 0,1 mg/kg en suivant leurs chevaux
18 jours (73) et en répétant I’injection a plusieurs jours d’intervalle. Hawkins et coll (29)
observent également quelques effets systémiques avec 3 pg de LPS par articulation. Cornelissen
et coll obtiennent une chronologie d’apparition et de disparition des symptdmes similaire a nos
résultats en utilisant des particules de polivinyl alcool, mais n’observent pas d’anomalie
cartilagineuse a 50 jours avec travail sur six semaines. (21).

Enfin les mod¢les a I’adjuvant de Freund et au monoiodoacétate de sodium sont répertoriés pour
provoquer des ostéophytes et des Iésions articulaires irréversibles, avec des réactions
périarticulaires importantes (21,26). De méme, Macllwraith et van Sickle (44), en utilisant
comme modele I’injection intra-articulaire de filipine avaient provoqué des modifications
histologiques et morphologiques importantes et irréversibles (nécrose des chondrocytes,
hypertrophie des chondrocytes restants, formation de chondrones, d’ostéophytes). Des injections
répétées de LPS a faible dose (61) ou a dose plus forte (73) ont €également été proposées. Le LPS
utilisé dans notre étude est du LPS d’Escherichia coli O55/B5 purifié par chromatographie.
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Le choix d’utiliser 1’articulation antébrachio-carpienne a été guidé par le fait que c’est une
articulation facile a prélever, ou 1’on peut recueillir une quantité de liquide synovial importante.
Elle est de plus bien documentée dans la bibliographie(26,27,44,63,73). Le fait d’injecter une
solution saline dans I’articulation témoin permet de reproduire 1’augmentation de volume de
liquide synovial.

Par contre la méthode d’induction de la synovite par injection intra-articulaire , de fait
légeérement vulnérante, pourrait interférer par d’éventuelles conséquences inflammatoires non
liées au LPS, cependant I’injection controlatérale permet d’avoir a peu pres les mémes conditions
inflammatoires liées au protocole dans les deux carpes.

3-Durée du protocole et suivi clinique

La durée du protocole nous était imposée par 1’utilisation ultérieure des chevaux par le
laboratoire d’anatomie de ’ENVA a des fins d’enseignement. Le choix de ne suivre les chevaux
que trois semaines n’a permis de mettre en évidence que les phases inflammatoires aigué et
subaigué, avec peu d’effet sur le cartilage.

Un des biais de cette étude est de pratiquer des arthrocenteses répétées sur les deux carpes, ceci
provoquant une inflammation articulaire, comme en témoigne 1’évolution des parametres sur le
membre témoin. En effet, ceux-ci ont révélé une synovite avec distension articulaire, chaleur
locale, leucocytose synoviale, augmentation des protéines synoviales, présence de MMP-9
monomeres et dimeres, ainsi que des lésions découvertes a 1’examen anatomopathologique :
hématome sous-cutané, synovite, traces d’aiguille sur le cartilage. L apparition de cette synovite
a toutefois été retardée pour le membre témoin par rapport au membre induit.

Un autre effet négatif a été dans la premicre journée post-induction, ou les prélévements étaient
assez rapprochés, la difficulté¢ d’obtenir suffisamment de liquide synovial, la synovite n’étant pas
encore développée. D’ou le manque de certaines valeurs en début d’expérimentation.

Un troisiéme inconvénient a été la gestion des chevaux, plus ou moins difficiles a ponctionner.
Une alternative aurait pu étre de placer un cathéter en téflon dans chaque articulation (37) dans
un premier temps, ce qui aurait ét¢ moins vulnérant, et aurait permis de prélever le liquide
synovial a souhait dans les premicres heures.

Le sujet le plus douloureux a recu du sulfate de morphine quatre heures apres I’induction. La
molécule a été choisie pour interférer le moins possible avec 1’étude. En effet, dans 1’étude de
Todhunter et coll. (73), la douleur induite par le LPS ¢était maximale entre la premiere et la
deuxiéme heure post-induction, mais le chlorhydrate de morphine ajouté au LPS a permis la
diminution voire la suppression de la boiterie entre la deuxiéme et la troisieme heure post-
induction. De méme, dans 1’étude de Palmer et Bertone (61), les chevaux présentant des signes
d’endotoxémie ont recu de la phénylbutazone et ont été¢ écartés du protocole du fait de ses
propriétés anti-inflammatoires. Par contre la flunixine-méglumine ne semble pas avoir d’effet sur
I’activité du TNF-a mesurée aprés une induction au LPS par voie intra-veineuse. (45).

4- Choix des parametres étudiés et des méthodes de dosage.
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Le dosage du TNF-a a été réalisé selon la méthode de Mackay (41), dont a ¢galement été
inspirée 1’¢tude de Billinhurst et coll. (6). Dans ces deux études, les deux auteurs ont utilisé des
antiséra anti -TNF-o humain pour confirmer la spécificité de leur dosage et ainsi montrer que
I’activité cytotoxique observée était bien due au TNF-a. De la méme facon, Todhunter et coll.
(73) utilisent un anticorps de lapin anti-TNF-a humain qui présente I’intérét d’étre spécifique de
I’homme et de présenter un taux de réaction croisée avec TNF-f, IL-1-a et IL-6 inférieur a 0,1%,
pour localiser I’activité TNF-a. Les récepteurs au TNF p55 et p75 peuvent étre de la méme fagon
immunolocalisés dans le cartilage articulaire et la membrane synoviale. La recherche de 1’activité
du TNF au niveau sanguin ne parait pas concluante (27) et peu spécifique (13).

Le TNF-a a été choisi en tant que marqueur de I’inflammation du fait de son role prépondérant
au cours du phénomeéne inflammatoire au sein de ’articulation et de la relative précocité de la
réponse a TNF-a au cours le I’inflammation au LPC. Il aurait été également possible de doser les
IL-1 ou IL-6 selon les mémes principes de dosage, mais le protocole expérimental était plus
pratique et plus fiable quant au niveau des cellules a utiliser en tant que cible pour quantifier la
cytotoxicité de ces interleukines.

Le choix de doser les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 se basait sur le fait que c’était un
dosage bien documenté (1,17, 18, 19) et que I’on avait une méthode de dosage fiable pour mettre
en évidence ces gélatinases (zymographie au SDS-PAGE). De plus, I’évaluation de ces
métalloprotéinases a été rarement effectuée dans le temps.

Il a été également décidé, de maniére parallele a ces dosages, de mesurer des parameétres
cliniques tels que la température rectale, la boiterie, la fréquence cardiaque etc. pour pouvoir
corréler les résultats obtenus au niveau de ces dosages avec I’intensité réelle de I’inflammation au
niveau du carpe. C’est également pour cette raison que des parametres biologiques ont été
¢tudiés, en tant que marqueurs classiques de 1’inflammation chez le cheval (protéines, totales,
leucocytes, globulines).

II- COMMENTAIRE DES RESULTATS

L’intégration de données cliniques, d’imagerie médicale et de données biologiques et
biochimiques ainsi que le suivi de leur cinétique a permis de confirmer la mise en place d’une
synovite accompagnée d’une boiterie et des premiers symptomes de 1’arthrite. L’inflammation
aigue créée par ce modele est appuyée par les parametres cliniques et par I’augmentation des al
globulines dans le sang et le liquide synovial des membres induits dés le premier jour du
protocole. De la méme fagon, une importante augmentation dans le liquide articulaire des
constituants protéiques dérivants du plasma a témoigné d’une modification de la perméabilité de
la membrane synoviale. Cette réaction localisée est associ¢e a des phénomenes anormaux comme
I’afflux de leucocytes. La réaction inflammatoire aigué permet a 1’organisme de contenir et
d’¢liminer les agents infectieux dans les tissus grace a ’infiltration leucocytaire, mais ces mémes
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leucocytes ont aussi la capacité de libérer au cours de leur phagocytose, des enzymes
protéolytiques dommageables pour les tissus environnants.

1-Dosage du TNF-a.

1-a Ftude des taux de base a JO

Il s’avere que des JO, les taux de base en TNF-a dans les deux articulations droites et gauches
chez nos animaux sont extrémement variables. Anormalement ¢élevés chez les chevaux un et
deux, au dessus de 50 % de toxicité dans les deux carpes chez ces deux animaux, ils sont quasi
nuls voire nuls dans le carpe droit chez le cheval trois. Est-ce 1i¢ a un statut inflammatoire
chronique chez les deux premiers sujets dii a une utilisation antérieure, bien que nos trois
chevaux aient été au repos et non utilisés pendant une année compléte avant cette expérience ?
Ou plus simplement le taux de base normal de TNF-a chez les chevaux est-il trés variable, sans
que ce soit pour autant une marque de I’inflammation en cas de taux élevé.

Le dosage du taux de TNF-a sur prélévement unique de liquide synovial sur une articulation
suspecte en vue de détecter une inflammation précoce semble donc ici absolument sans
fondement.

Cependant, il est a noter que bien que variables d’un animal a un autre, les taux de base de TNF-
a dans les deux carpes sont remarquablement proches en valeur a JO. Cela permet d’envisager
d’utiliser chaque cheval comme son propre témoin en prélevant en cas de suspicion de Iésion
articulaire a la fois une articulation saine et 1’articulation suspecte avec bien slr I’inconvénient de
pratiquer des manipulations délicates et peu anodines sur deux articulations avec le risque, bien
que faible, de 1¢ésions induites.

Quant aux taux a JO dans le sérum et le plasma, ils sont également assez variables chez les trois
animaux avec la méme conséquence sur la fiabilité de ces paramétres dans le cadre d’une
détection précoce de I’inflammation. Ils sont cependant trés proches en valeur dans ces deux
liquides biologiques, ce qui est somme toute logique, vu le TNF-a est présent en solution dans le
sang. De plus, on n’observe pas de relation entre les taux sanguins et les taux synoviaux ; s’ils
sont ¢levés dans le sang, ils ne le sont pas forcément dans les carpes, par exemple chez le cheval
un qui présente des taux sériques et plasmatiques bas (respectivement 5% et 30% de toxicité)
pour des taux au niveau du carpe de 51 %et 52% de toxicité. Au contraire, chez le cheval trois,
malgré des taux quasi nuls dans les carpes, on retrouve 20%et 15% de toxicité dans le sérum et le
plasma.

En effet, on peut raisonnablement supposer que les taux sériques et plasmatiques reflétent plus
I’¢état inflammatoire au niveau de 1’organisme dans son ensemble, et que des éléments extérieurs
a I’expérimentation peuvent intervenir, chaque animal n’étant jamais a I’abri d’infections
passageres sans répercussion clinique mais contre lesquelles ont été mises en jeu les défenses
corporelles et la réponse inflammatoire.

Par contre 1’évolution chronologique de ces parameétres au cours de I’expérience pourra peut étre

étre corrélée a 1’évolution des taux articulaires afin d’établir une cinétique de la réponse
inflammatoire.
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1-b Ftude de la cinétique des taux de TNF-a au cours de I’expérimentation.

Vu qu’il n’est pas possible d’établir un taux « normal » de TNF-a au-dessus duquel on pourra
diagnostiquer une inflammation, il s’agit donc de suivre I’évolution de la quantit¢ de TNF-a au
cours de I’expérimentation afin de constater si il y a une différence notable et significative entre
les deux carpes qui pourrait permettre de prendre le carpe gauche comme témoin et en déduire
que le droit est 1ésé rien que par observation des courbes de dosage.

1-b-1 .Au niveau plasmatique et sérique

Les dosages au niveau du sérum et du plasma sont de peu d’utilité. Le taux reste
remarquablement stable tout au long de I’expérimentation chez un cheval, dépassant a peine la
valeur de base. On note juste un pic de TNF-a chez un des chevaux dans le sérum a J 1 sans pour
autant le retrouver au niveau du plasma ce qui laisse a penser que la valeur obtenue est peu
fiable .De plus méme quand le taux de TNF-a est supérieur au taux de base, il ne s’¢éleéve pas
cependant de maniére significative.

Les dosages sériques et plasmatiques semblent donc de peu d’utilité pour suivre 1’inflammation
articulaire ; ils ne sont pas corrélés non plus a des signes cliniques d’atteinte générale, en effet les
pics d’hyperthermie observés ainsi que les élévations de fréquence cardiaque chez les trois
animaux ne suivent pas les courbes de TNF-a de leurs sérums et plasmas respectifs. La
répercussion de I’atteinte articulaire au niveau de 1’état général de 1’animal n’est donc pas
quantifiable par ce biais.

1-b-2 Au niveau des liquides synoviaux

Il y a au cours de ’expérience une ¢€lévation indéniable du taux de TNF-a dans le carpe induit
chez les trois chevaux de maniére précoce (dés JO+3h) avec des pics de toxicité marqués. On a
donc effectivement un marqueur de I’inflammation présent précocement dans I’articulation 1ésée
ce qui est a la base ce que nous recherchions. Nos résultats viennent par 1a confirmer les
observations trouvées dans la bibliographie.

Ainsi dans 1’étude de Cornelissen et coll (19), la concentration de TNF-a atteint un maximum
quatre heures aprés induction pour décroitre quasiment totalement dans les huit heures. Dans
I’é¢tude d’Hawkins et coll ; le pic d’activit¢ du TNF-a se situe deux heures aprés induction e
I’activité dans le membre témoin reste indécelable (27).Dans une autre étude, une relation a été
¢tablie entre 1’activité de TNF-a et le taux de protéines totales dans le liquide synovial (34).Selon
Cornelissen et coll. (21) le pic de TNF-a pourrait étre a I’origine du pic de leucocytes observé
quatre heures plus tard.

Cependant, cette ¢lévation est fugace, le retour au taux de base se faisant chez les trois chevaux
entre J3 et J7 selon les animaux, alors que les signes cliniques sont certes notables, mais
relativement modérés. Reste a savoir, si en mettant au point un test pour des praticiens, il sera
possible de détecter au laboratoire cette ¢lévation transitoire en tenant compte du délai entre
I’atteinte inflammatoire effective et sa suspicion par le propriétaire puis le praticien.
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De plus, au cours de notre expérience, on note des élévations secondaires, plus tardives, du taux
de TNF-o autour de J10, notamment chez deux chevaux. Il peut s’agir d’effets inflammatoires «
rebond », mais plus probablement la technique est & mettre en cause du fait des lésions créées
par les ponctions répétées des articulations et du fait de 1ésions inflammatoires possiblement
induites.

Le probléme pos¢ par nos résultats, encourageants de prime abord si ’on considére que 1’on
obtient bien des pics de TNF-o dans nos articulations lésées aprés déclenchement d’une
inflammation par le LPS, c¢’est qu’il n’y a pas de différence notable entre les cinétiques des deux
courbes entre les carpes 1ésés et témoins, ces derniers présentant également des pics de toxicité,
bien que, certes, plus transitoires et moins marqués.

Cependant, si I’on considere que la seule valeur de référence dont nous pourrions disposer afin
d’avoir un teste fiable serait la valeur du taux de TNF-a d’une articulation saine qui serait le
reflet du taux de base en dehors de toute phase inflammatoire chez I’animal concerné, le fait que
I’articulation contro-latérale présente ¢galement une élévation remarquable du taux de TNF-a ,
parfois méme supérieur a celui mesuré dans I’articulation 1ésée ne permet donc pas de disposer
de témoin , rendant par la méme tout test inutile.

En effet, a un instant t donné (celui du prélévement par le praticien), le fait que les mesures dans
un carpe suspect et un carpe sain soient identiques ne permettrait pas de conclure a I’intégrité de
I’articulation.

On pourrait éventuellement envisager de mettre en place une mesure sur plusieurs jours qui serait
alors plus parlante, mais le nombre de prélévements délicats a réaliser ainsi que la durée
nécessaire a ces mesures pour avoir des résultats significatifs rendent d’emblée cette technique
parfaitement inutile dans le cadre d’une détection précoce de I’inflammation, sans compter que
cela serait risqué chez des animaux qui sont souvent de grande valeur.

Nos résultats confirment donc 1’étude de Billinghurst et coll. (6) ont montré que la différence des
taux de TNF-a entre les liquides synoviaux des articulations du groupe témoin et du groupe
atteint d’arthropathie chronique n’était pas significative. Toutefois, ils avaient mis en évidence
une augmentation significative du TNF-a intra-articulaire au cours de I’inflammation aigué sur
ces mémes articulations comparées aux articulations normales. Ils ont donc conclu que la
détermination du taux de TNF-a dans ’articulation du cheval était de valeur diagnostique limitée
dans 1’évaluation de I’arthrite.

2-Dosage des métalloprotéinases

La zymographie a permis dans cette étude de mettre en évidence une production excessive de
MMP-2 et de MMP-9 monoméres et dimeres.

2-a Les MMP-2

En effet les MMP-2 sont activées dés 1’induction, sans retour a des valeurs normales en fin de
protocole. De plus la forme active a 66kDa est prédominante, ce qui implique nécessairement un
clivage du segment terminal de la forme latente de 72kDa, comme |’avaient fait observer
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Johnson et coll. (33). Chez le cheval, ces MMP-2 sont sécrétées par les chondrocytes et les
synoviocytes et sont présentes dans le cartilage normal et anormal (21,38).

En excés dans le milieu biologique, elles reflétent un déséquilibre de I’homéostasie de la matrice
cartilagineuse. L’¢tude de Johnson et coll. (33) a montré une augmentation significative des
MMP-2 actives dans les tissus conjonctifs du pied de chevaux atteints de fourbure aigué et /ou
évolutive depuis plusieurs années. Une augmentation significative des MMP-2 a également été
notée dans le liquide synovial d’articulations septiques ou présentant des dégénérescences
comparativement au liquide d’articulations saines.(19)

Dans notre étude, le dosage des métalloprotéinases de type MMP-2 a montré une augmentation
significative de ces dernicres des J3, élévation stable dans le temps puisque persistant tout le long
de I’expérimentation. Les taux de base a JO sont de plus chez les trois chevaux relativement
homogenes et les valeurs dans les carpes témoins étant systématiquement inférieures et ce de
maniére notable par rapport au carpe induit, sauf bien entendu a JO.

Toutes ces observations permettent donc de retenir les MMP-2 comme marqueur possible de
I’inflammation qui puisse étre intéressant pour le praticien.

2-b Les MMP-9

Les gels de zymographie montrent une production excessive de MMP-9 monomeres dans les
membres induits entre le premier et le troisiéme jour du protocole, puis on observe un retour a
des valeurs normales en fin de protocole.

Cette sécrétion se fait essentiellement sous sa forme active avec des bandes de 84kDa ou en
phase de I’étre avec de multiples bandes intermédiaires de la forme latente a la forme active.

La présence de MMP-9 monomeres est a relier a la présence d’un processus dégénératif (31). Les
MMP-9 monomeres sont sécrétés par les synoviocytes et les chondrocytes. Contrairement au ces
des MMP-2, les leucocytes ont en effet la capacité de sécréter des MMP-9 monoméres (18) ou
des plasmines activatrices des MMPs(61).

La sécrétion des MMP-9 monomeres est parfaitement corrélée a I’infiltration leucocytaire dans
cette étude. Dans les membres témoins, on constate une activation modérée des MMP-9
monomeres. L’arthrocentése entralnant un microtraumatisme dans le milieu articulaire par les
prélevement répétés, 'activité de ces MMP-9 monomeéres serait partiellement due a une
infiltration leucocytaire.

On a donc une ¢lévation précoce des MMP-9 dans les carpes induits, de maniere plus marquée
que dans les carpes témoins et ce dés JO+3h. Cependant, on retrouve pour ces molécules la méme
variabilité des taux de base a JO quoique moins marquée que pour le TNF-a ce qui nécessiterait
donc qu’un cheval soit son propre témoin. De plus le retour a la normale assez rapide (autour de
J3) en fait une molécule moins fiable pour le praticien car plus fugace par rapport aux MMP-2.
L’activation des MMP-9 monomeres n’étant pas immédiatement inhibée par les tissus inhibiteurs
de MMPs (TIMPs), on observe un pic de MMP-9 dimeéres dans les membres induits avant que les
TIMPs régulent D’activation de facon stoechiométrique dans un ratio de 1/1 (MMP-9
monomeére/TIMP)
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Ceci est en accord avec les travaux de Clegg et coll. (20) qui ont identifié une activité anti-MMP
en utilisant une technique de zymographie reverse. L’utilisation d’une méthode de dosage plus
quantitative comme celle de Ahrens et coll (1), par 'utilisation d’anticorps spécifiques de la
MMP-9 permet de mettre en évidence et de quantifier les MMP-9, méme au sein des complexes
formés avec leur inhibiteur, mais pas de différencier les formes latentes libres des formes latentes
complexées.

Les travaux antérieurs de Clegg et coll.(18) et Jouglin et coll.(34) avaient montré que la MMP-9
augmentait régulierement avec le degré de gravité ou de destruction du cartilage articulaire alors
que la MMP-9 dimeére était un indicateur de plus grande gravité clinique. La dimérisation est en
effet le reflet d’une production excessive de MMP-9 monomeres.

On observe une relation linéaire entre les activités des MMP-9 monomeres et dimeres.

Sur des articulations atteintes d’arthrose, Brama et coll.(8) ont montré que I’activit¢ des MMP-9
¢tait prés du double des valeurs trouvées dans les articulations normales, contrairement aux
articulations atteintes d’ostéochondrose ou les activités des MMps étaient quasiment inchangées.
De méme , chez ’homme, on a observé que les taux de MMP-9 différaient selon qu’il s’agissait
de liquide synovial d’origine inflammatoire ou mécanique (26) .Chez ’homme atteint d’arthrite
rhumatoide, les quantités de MMP-2 et -9 dans le liquide synovial ne semblent pas influencées
par la quantité restante de cartilage sain.

HI-INTERET COMPARE DES DIFFERENTS DOSAGES EFFECTUES-

Nous nous sommes donc intéressés dans cette étude a trois molécules qui nous semblaient
prometteuses dans le cadre d’une détection précoce de 1’inflammation chez le cheval.

L’avantage dans cette étude était de pouvoir comparer deux paramétres et méthodes de dosage
différents tout en suivant 1’évolution de 1’inflammation par des signes cliniques et ce, sur les
mémes individus, et pendant une période suffisamment longue pour en tirer des conclusions
fiables sur une évolution cinétique de ces parameétres.

1- Fiabilité des techniques et difficultés de mise en oeuvre

Dans les deux cas qui nous intéressent ici, il s’agit de méthodes biologiques qui ont été utilisées
pour détecter et quantifier I’inflammation.

Or, un marqueur biologique doit étre spécifique, dans le sens ou il reste inchangé lors
d’affections autres que celle étudiée a savoir ’arthropathie dégénérative tout en reflétant tout ou
partie des processus pathologiques affectant I’articulation.

C’est pour cette raison que le dosage du TNF-a dans le sang est de peu d’intérét car il est le reflet
de I’inflammation a un niveau plus général de 1’organisme. Par contre , les dosages synoviaux
que ce soient pour le TNF-a ou les MMPs sont trés spécifiques et sont bien le reflet de 1’atteinte
articulaire du fait des roles prépondérants de ces molécules dans le processus de dégradation du
cartilage au cours de I’inflammation.

De plus, les techniques de dosage utilisées doivent également étre fiables, et refléter le plus
précisément possible les quantités réelles de chaque molécule dans le liquide étudié.
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L’intérét d’avoir étudié trois paramétres indépendamment les uns des autres par deux méthodes
différentes (cytotoxicité et zymographie) est de comparer la fiabilité¢ de ces deux techniques. En
effet sur les cinétiques observées respectivement pour le TNF-a et les MMP-2 et MMP-9 , on
retrouve dans le temps les mémes pics inflammatoires méme s’ils peuvent étre décalés, ce qui
permet d’en déduire que nous avons obtenu le reflet quasi fidéle du processus inflammatoire
dans I’articulation .

Par ailleurs, la répétitivité de ces techniques n’est pas a mettre en doute, les dosages ayant été
effectués plusieurs fois a des dilutions différentes avec le TNF-a et il fut possible de mettre en
¢vidence un effet dose en rapport avec la dilution. De méme, dans le cadre des
métalloprotéinases, la zymographie reposant sur une relation enzyme substrat hautement
spécifique, la répétitivité et la fiabilité de la technique ne peuvent étre mises en doute.

Nous disposons donc de deux techniques fiables pour détecter deux marqueurs précoces de
I’inflammation dans le carpe. Quant a la possibilité d’en tirer un test utilisable par le praticien en
pratique courante, c’est plus discutable. En effet, ce sont des méthodes lourdes et onéreuses qui
nécessitent du temps (dosages effectués sur plusieurs jours dans les deux techniques) ce qui peut
étre délicat quand on recherche une détection rapide, avec des manipulations de laboratoire
délicates. De plus les substrats utilisés étant des prélévements synoviaux, cela pose le probléme
d’effectuer des arthrocentéses sur des articulations sensibles, a savoir le carpe des chevaux .

2- Comparaison des parametres.

Nous avons dosé respectivement le TNF-a, les MMP-2 et les MMP-9.Lequel de ces trois
marqueurs de I’inflammation est le plus intéressant en pratique ?

Nous cherchions un marqueur précoce, c’est le cas pour nos trois molécules qui sont présentes
des JO+3h ou J1 selon les animaux, donc au tout début de 1’inflammation.

Par contre, il faut également que 1’on puisse avoir une échelle de dosage fiable avec des valeurs
seuils au dessus desquelles le praticien peut poser un diagnostic d’arthropathie. Le TNF-a est 1a
de peu d’intérét car on 1’a vu précédemment, nous de disposons pas de valeur de base homogenes
chez tous les chevaux et il n’est guére possible d’utiliser une articulation saine comme témoin,
les taux de TNF-a s’y élevant également.

Quant aux MMP-9 monomeres et dimeres, elles aussi ont des valeurs de base hétérogenes, mais
néanmoins le carpe induit étant beaucoup plus réactif que le carpe sain, il est possible d’utiliser
un cheval comme son propre témoin avec toujours ce petit inconvénient d’aller ponctionner une
articulation saine.

De plus, il serait préférable de disposer d’un marqueur qui ne soit pas fugace afin d’éviter le
risque de diagnostics négatifs liés a des prélévement un peu tardifs par rapport au début de
I’inflammation. De ce fait 1a aussi le TNF-a n’est pas indiqué, quant aux MMP-9, leur taux
revient assez rapidement a la normale.

De ce fait, il ressort de cette étude que les marqueurs qui semblent les plus prometteurs sont les

MMP-2 qui sont présentes dans les liquides synoviaux des JO+3h, restent ¢levées durant au
moins trois semaines (durée de notre étude) et de plus ont des valeurs de base suffisamment
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homogenes ainsi que des pics suffisamment marqués pour ne pas a avoir a utiliser un cheval
comme son propre témoin.

3- Autres parametres intéressants

L’étude d’autres paramétres aurait pu étre envisagée, par exemple, les protéines inflammatoires,
dont la production hépatique est augmentée en réponse a des médiateurs produits par les
leucocytes et les macrophages au cours d’épisodes d’infection et d’inflammation sont de bonnes
candidates.

Une protéine inflammatoire idéale aurait un taux basal faible avec des normes peu variées ,
resterait inchangée avec le sexe et I’age, augmenterait fortement ( d’un facteur 100) en réponse a
I’infection et a I’inflammation et le taux de réponse serait proportionnel a la quantité de tissu
endommagé (36).

Les protéines inflammatoires connues chez I’homme et I’animal sont la protéine C (CRP), la
sérum amyloide A (SAA, I’haptoglobuline, le fibrinogeéne, la céruloplasmine, I’orosomucoide,
I’al-antitrypsine, 1’a2 macroglobuline, le complément et les protéines de la coagulation (32).
Chez I’homme, les principales protéines inflammatoires utilisées sont la CRP et la SAA (58).

Le fibrinogene est couramment utilisé chez le cheval, mais ne permet pas de localiser 1’affection.
L’haptoglobuline s’est révélée utile en cas d’abces profond et d’infections bactériennes ou
virales chez le cheval. Par contre la CRP n’est pas une protéine inflammatoire de choix chez le
cheval (32) alors qu’on a montré chez ’homme qu’en cas d’arthrite rhumatoide les taux de
MMP-9 et de CRP étaient corrélés (13,26) et que la CRP était en relation avec 1’exercice
physique.

En revanche, la SAA serait intéressante chez le cheval en cas d’infections bactériennes et virales
naturelles ou induites chez 1’adulte, le nouveau-né ou le feetus(66)avec des taux particulicrement
intéressants lors d’arthrite septique mais a I’inverse, un taux élevé ne permet pas de localiser le
probléme.

D’aprés des études menées chez 1’homme, Ishiguro propose 'utilisation de certains parametres
comme le ratio C6S/C4S et les concentrations antigéniques de kératane sulfate comme
marqueurs du métabolisme des protéoglycanes (32), mais la validité de ceux —ci est controversée
chez I’homme (13) et reste a définir chez le cheval semble refléter de fagon assez fiable les
1ésions articulaires et permettre d’établir un pronostic (13).

Il serait également intéressant de se pencher sur le dosage des autres interleukines régulant le
phénomene inflammatoire ( IL-1, IL-3, IL-10 ou TGF-f par exemple) car elle contribuent
¢galement a la persistance de I’inflammation. De méme, les récepteurs solubles a ces
interleukines, qui permettent un contrdle du taux de ces molécules en les fixant seraient
intéressant a explorer de par leur persistance et leur présence moins fugace dans I’articulation au
cours de I’inflammation.
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Problémes sérieux et répandus dans le domaine de la pratique équine, les atteintes articulaires
posent au praticien le challenge d’un diagnostic le plus précoce possible s’il veut intervenir
avant les conséquences déléteres de ces affections.

Cette étude visait donc a cerner quelques molécules qui pourraient étre utiles en laboratoire dans
ce but, ainsi que les moyens de les mettre en évidence.

Son succes fut relatif. Bien qu’elle permit de mettre en ceuvre un modele expérimental fiable
d’arthrite inflammatoire aigue comme décrit dans la bibliographie, ainsi que 1’évolution de
différents parametres associés au cours des différentes phases inflammatoires, elle ne put
permettre de dégager une méthode de dosage suffisamment fiable pour étre d’un intérét
indéniable en pratique.

Il ressort cependant de cette étude que la perspective d’avenir dans le domaine des marqueurs
inflammatoires au niveau articulaire réside dans les MMPs, notamment les MMPs 2 , ce qui est
déja le cas en médecine humaine (13) ou les MMPs sont considérées comme les meilleurs
marqueurs potentiels de 1’arthrose.

Quant au TNF-q, il ne semble finalement que de peu d’intérét, malgré le role majeur qu’il joue
au cours des 1ésions articulaires.

Cependant , cette étude nous aura permis de mieux connaitre Les phénoménes inflammatoires
articulaires chez le cheval et d’envisager de nouvelles perspectives thérapeutiques, comme le
propose Mac Ilwraith avec les inhibiteurs des MMPs et la thérapie génique(43).
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CONTRIBUTION A L’ ETUDE D’UN MODELE EXPERIMENTAL DE L’
INFLAMMATION ARTICULAIRE CHEZ LE CHEVAL ; RECHERCHE D’ UN
MARQUEUR PRECOCE DE L’ INFLAMMATION .

DEMAY Anne

RESUME :

En médecine équine, les pathologies articulaires inflammatoires sont malheureusement
diagnostiquées trop tardivement par rapport a la survenue de séquelles éventuelles.

Le but de cette étude a donc été de réaliser un modele d’arthrite inflammatoire induite chez trois
chevaux afin d’en suivre 1’évolution au niveau de deux types de marqueurs potentiels de
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I’inflammation : le TNF-a et les métalloprotéinases matricielles de type MMP-2 et MMP-9. Elle
a ¢ét¢ menée conjointement avec une étude paralléle qui consistait a suivre I’évolution de
I’inflammation d’un point de vue clinique et médical afin de corroborer la validité de ce modele.
Au final, les résultats obtenus pour le TNF-a dans les conditions de cette étude furent plutdt
décevants et ce sont les métalloprotéinases qui se sont révélées les candidates les plus valables en
vue de la mise au point de tests diagnostics de 1’inflammation.

Néanmoins, cette étude a permis de mettre au point un modéle d’arthrite expérimentale chez le
cheval et d’établir I'intérét indéniable d’expérimentations futures visant a pouvoir utiliser le
dosage des métalloprotéinases en pratique.
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EXPERIMENTALLY INDUCED ARTHRITIS OF THE EQUINE CARPUS ;
SEARCHING AN EARLY DETECTABLE BIOLOGICAL MARKER.

DEMAY Anne

SUMMARY

Articular damages are a major pathology in equine medicine and are often detected too late in
order to avoid sequels.

The point of this study was to find an early detectable marker of the articular inflammation using
a model of experimentally induced synovitis on three horses.
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Therefor we tested two types of moleculs: TNF-a and matrix metalloproteinases .On the same
time, a clinical study of the evolution of the inflamatory response in the carpal articulation of
those horses was conducted.

This study showed that TNF-o was of no great use in early detection of articular lesions, but
there were significant results obtained with the metalloproteinases.

It should be interesting to investigatein this way, particularly on real patients.
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