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Introduction  

La synoviale est une membrane cellulaire organisée en deux couches principales, l’intima en contact avec le liquide articulaire, et la couche sous-intimale plus externe. La couche intimale est constituée pour 20 % de cellules synoviales de type macrophagique d’origine hématopoïétique et pour 80 % de cellules synoviales de type fibroblastique (les fibroblastes synoviaux, FS) d’origine mésenchymateuse (1, 2). Les FS ont la capacité de se différencier en ostéocytes, en chondrocytes et en adipocytes (3, 4). La membrane synoviale est reconnue comme une source de cellules souches mésenchymateuses (5) et les FS expriment d’ailleurs sur leur surface membranaire les molécules  CD-105, CD-90 et CD-73, marqueurs spécifiques mais non exclusifs des cellules souches multipotentes d’origine médullaire (3, 6). 

Au cours des maladies rhumatologiques, la synoviale peut être le site d’un processus inflammatoire et proliférer, que ce soit par un phénomène mécanique irritatif qui induit une inflammation réactionnelle comme dans l’arthrose, ou que ce soit par une véritable maladie proliférante de la synoviale avec invasion par des cellules inflammatoires monocytaires et lymphocytaires extra-articulaires comme dans la polyarthrite rhumatoïde (PR). Dans ces deux conditions, il est démontré que la synoviale articulaire - dont les FS - sécrète de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-(, l’IL-6 et l’IL-8 ainsi que des métalloprotéinases endommageant le cartilage et l’os sous-jacent (7, 8). 

En 2004, Yamasaki et coll. (4) ont publié que le facteur de transcription nucléaire peroxysome proliferator-activated receptor  (PPAR-) provoque une perte de la capacité de production de l’IL-6 et de l’IL-8 par les FS et induit leur différenciation en adipocytes. Récemment, Relic et coll. (9) ont montré que l’agoniste synthétique de PPAR- (rosiglitazone), l’agoniste naturel végétal (génistéine) et le précurseur de l’agoniste naturel 15d-PGJ2, la prostaglandine D2, induisent également une transformation adipogénique des FS avec expression de gouttelettes graisseuses cytoplasmiques. Quel que soit le stimulus, la transformation adipogénique des FS est inhibée en présence de TNF-( (4, 9). De manière inattendue, Relic et coll. (9) observent que les FS ont une capacité de sécrétion spontanée de leptine en l’absence de toute différenciation adipogénique et que cette sécrétion est fortement stimulée en présence de glucocorticoïdes. 

La leptine est un peptide hormonal de 16 kDa responsable de multiples fonctions. Mieux connue comme régulateur essentiel de la dépense énergétique, du contenu graisseux et de l’appétit, la leptine est également un médiateur de l’inflammation et participe à l’activation du système immunitaire (10). Récemment, il a été démontré chez l’animal que la leptine est un régulateur complexe du métabolisme osseux (11-15), capable d’activer l’ostéoblaste par une stimulation de la voie 2 adrénergique et une production de RANK-L, capable de l’inhiber via une stimulation de la voie CART et capable d’interagir directement sur la cellule mésenchymateuse via son récepteur OB-R pour induire une différenciation ostéoblastique. 

Les études s’intéressant au statut en leptine des patients rhumatologiques en sont encore à leurs débuts : la leptine est par exemple retrouvée dans le sérum et dans le liquide synovial de patients souffrant de gonarthrose (16-17) ou de PR (18-23) mais avec une certaine hétérogénéité dans les résultats.

Objectifs    

Ce travail a été réalisé pendant deux mois de stage de recherche au laboratoire de rhumatologie du GIGA. Ses objectifs sont d’étudier chez les FS humains en culture : a) la production de leptine en relation avec les caractéristiques cliniques des patients prélevés ; b) l’effet et la voie de signalisation du TNF-sur la production de leptine endogène et induite par la prednisolone.
Matériel et méthodes

Cfr. Annexe 1 : matériel et méthodes

Résultats

1. Etude de la sécrétion de leptine par les FS
Le FS sécrète de la leptine de manière spontanée dès le premier passage

Les FS ont été mis en culture pendant 7 jours dans du DMEM + 10% SVF. Les résultats ont montré que les FS sécrètent spontanément de la leptine, en moyenne 282 ± 305 pg/ml (77-1508). Le taux de sécrétion de leptine est indépendant (P>0,05) du BMI (indice de masse corporelle), du sexe, de l’âge et de la pathologie d’origine [PR, osténécrose aseptique (ONA) ou arthrose] du patient (données non montrées). Les caractéristiques épidémiologiques des patients sont détaillées dans le tableau 1.
Les protocoles des études publiées dans la littérature utilisent le plus souvent les cellules à partir du 3ème passage. Nous avons choisi d’étudier les cellules à différents passages, dont le premier, afin de tenter de nous rapprocher des conditions in vivo. La sécrétion moyenne de leptine au 1er (n=10), au 2ème (n=5), et au 3ème passage et au-delà (n=12), est de 256 pg/ml, 278 pg/ml et 309 pg/ml respectivement, valeurs non significativement différentes. 

La prednisolone augmente la sécrétion de leptine par les FS alors que le TNF-( la diminue

En présence de prednisolone, la sécrétion de leptine est significativement augmentée à 9124 ( 5808 pg/ml, (n=25) (figure 1a) et cet accroissement est indépendant du taux de base de leptine (P>0,05). En présence de TNF-(, la sécrétion de leptine est significativement diminuée à 165 ( 271 pg/ml (n=25) (figure 1b), réduction également indépendante du taux de base (P>0,05).

Le TNF-( a une influence variable sur la sécrétion de leptine induite par la prednisolone

En présence de prednisolone, le TNF-( n’a pas d’influence significative sur la sécrétion de leptine (la sécrétion moyenne passe de 9124 ± 5808 pg/ml à 10303 ± 8397 pg/ml) (n=25) (figure 2). Nous pouvons cependant séparer ces expériences en 2 groupes : un premier (groupe a) où la leptine est significativement diminuée à 4771 ± 2002 pg/ml (p<0,05) (n=10) et un second (groupe b) où elle est significativement augmentée à 13991 ± 9048 pg/ml (p<0,05) (n=15) (figure 2). Il existe donc deux sous-groupes d’expériences qui répondent différemment à la stimulation conjointe par le TNF-( et la prednisolone. Les 2 groupes ne se différentient par aucune caractéristique épidémiologique (BMI, âge, sexe, diabète, tabagisme, pathologie de départ, site de prélèvement) (p>0,05).
2. Etude de la signalisation sous TNF-( : implication du récepteur de type I   
En co-incubant le TNF-( en présence d’anticorps (Ac) anti-TNF-(, la réduction de sécrétion de leptine par les FS est prévenue, confirmant la spécificité du résultat (figure 3). En présence d’Ac anti-TNF-RI, bloquant le récepteur I (p55) du TNF-(, l’action inhibitrice du TNF-( est aussi prévenue alors qu’avec l’Ac anti-TNF-RII, ciblant le récepteur II (p75), il n’y a aucune inhibition. La co-incubation avec combinaison de l’Ac anti-TNF-RI et anti-TNF-RII prévient également la diminution de la leptine (figure 3).
3. Etude de la signalisation sous prednisolone : rôle de la voie de la phospho-(-caténine
La littérature décrit que les glucocorticoïdes modulent l’activité de GSK3 (glycogène synthase kinase-3), impliquée dans la phosphorylation de (-caténine en phospho-(-caténine. Nous avons testé l’effet du chlorure de lithium (LiCl), décrit comme un inhibiteur de GSK3, sur la production de leptine par les FS.  Les résultats ont montré que le LiCl induit une chute significative de la sécrétion spontanée de leptine (de 138 ± 13 pg/ml à 40 ± 11 pg/ml) et de celle induite par la prednisolone (de 1909 ± 276 pg/ml à 1125 ± 59 pg/ml) (figure 4a) sans induction de mort cellulaire ou de ralentissement de la multiplication cellulaire (données non montrées). Les résultats des Western blot sur les extraits cellulaires totaux (figure 4b) ont montré que le LiCl augmente bien l’expression de la (-caténine et diminue celle de la phospho-(-caténine par rapport au contrôle dans les FS. Par ailleurs, la prednisolone induit une augmentation de la phospho-(-caténine, augmentation qui a été inhibée par le LiCl. L’action de la prednisolone sur l’expression de la (-caténine montre, elle, dans la moitié des cas une augmentation et dans l’autre moitié une diminution (données non montrées). 
4. Etude de la signalisation sous TNF-( : implication de la voie de la (-caténine ?   

Sur la base de l’action de la prednisolone et du LiCl sur le taux de leptine et sur la voie de la phospho-(-caténine, nous avons testé l’hypothèse qu’une diminution de phospho-(-caténine et une augmentation de (-caténine sont responsables d’une diminution de la sécrétion de leptine et qu’elle s’applique à l’action inhibitrice du TNF-( sur la leptine.

Le TNF-( induit une surexpression de (-caténine chez tous les patients testés (n=12) (figure 5a). Cependant, contrairement à l’action du LiCl, le TNF-( induit une surexpression de la phospho-(-caténine (figure 5b), alors que notre hypothèse aurait requis une diminution. De plus, le TNF-( induit une surexpression de l’actine (figure 5a), utilisée comme marqueur de normalisation, suggérant une prolifération cellulaire accrue. L’effet prolifératif du TNF-( est confirmé par l’utilisation du test MTS24 dont la densité optique est  plus importante dans les conditions stimulées par le TNF-( que par rapport au contrôle, la densité optique variant de manière proportionnelle au nombre de cellules présentes (figure 5c). Cette prolifération cellulaire ne permet pas de confirmer que le TNF-( induit de manière spécifique l’expression de (-caténine.

Discussion    

Sécrétion de leptine par les FS    
Au terme de ce travail, nous avons confirmé que les FS sont capables de produire de la leptine de manière spontanée. Cette sécrétion est présente dès le premier passage et elle n’est pas influencée par les passages ultérieurs. L’étude de FS obtenus de prélèvements frais humains et utilisés dès le premier passage nous semble intéressante car cela nous rapproche des conditions in vivo. Cette observation complète celles de Relic en 2009 (9) qui étudiait principalement la production de leptine après transformation adipogénique des FS. Des résultats similaires n’ont été publiés qu’une seule fois auparavant (17), montrant une production de leptine par des extraits synoviaux provenant de patients atteints de gonarthrose.  

Influence des données épidémiologiques sur la sécrétion de leptine par les FS et revue de la littérature      
Aucune association n’a pu être observée entre la quantité de leptine produite in vitro et les paramètres épidémiologiques tels que âge, sexe, BMI, diabète, tabagisme et maladie rhumatologique initiale, mais notre série ne compte que 13 patients. Les études s’intéressant aux taux de leptine des patients souffrant d’arthrose ou de PR fournissent des résultats souvent hétérogènes. Ainsi pour Dumond et coll. (16), les taux synoviaux de leptine sont corrélés avec le BMI chez 20 patients souffrant de gonarthrose et pour Presle et coll., toujours dans la gonarthrose (17), ils sont significativement plus élevés chez la femme au niveau sérique et synovial. Les taux sériques de leptine sont également plus élevés chez les femmes dans la PR pour Popa et coll. (18), Hizmetli et coll. (19) et Targonska et coll. (20) et ils sont corrélés au BMI dans la PR (19-22), dans la gonarthrose (16) ainsi que chez les contrôles sains (19). Par rapport à la maladie, Bokarewa et coll. (23) observent que les taux sériques de leptine sont plus élevés chez les patients atteints de PR que chez les sujets contrôles. Quatre autres études (21, 22, 24, 25) confirment ces résultats, alors que deux l’infirment (18, 19). 
Par rapport à l’activité de la maladie, Seven et coll. (25) observent que les taux tant sériques que synoviaux des PR sont plus élevés en cas de maladies modérément actives (DAS28 ≥ 2,7) par rapport à ceux observés dans les maladies faiblement actives (DAS28 < 2,7), mais sont indépendants des taux sériques de protéine C-réactive (CRP).  Pour Popa et coll. (18), les taux sont corrélés négativement aux taux sériques de CRP ou à ceux d’IL-6. Otero et coll. (24) montrent que les taux sériques de leptine sont cette fois corrélés de manière linéaire aux taux sanguins de CRP, alors que pour trois autres études (19, 21, 22), ils en sont indépendants comme par ailleurs les taux synoviaux (19). Targonska et coll. (20), eux, ne retrouvent aucune différence dans les taux sériques de leptine, que la PR soit fort active (DAS28 > 5,1) ou non (DAS28 < 5,1), ou que l’anticorps anti-peptide citrulliné, marqueur de l’affection, ou le facteur rhumatoïde, soit positif ou non. Quant au caractère érosif ou non de la PR, si pour Targonska et coll. (20), les taux sériques de leptine sont inférieurs dans les PR non érosives, pour Hizmetli et coll. (19), les taux sériques ou synoviaux de leptine sont les mêmes que la PR soit érosive ou non. Dans l’arthrose du genou, Dumond et coll. (16) décrivent des taux synoviaux de leptine plus importants que chez les sujets sains et deux études récentes montrent des taux de leptine plus importants dans le sang (26) et le liquide synovial (27) lorsque la sévérité radiologique de la gonarthrose est plus importante. 

Influence de la prednisolone et du TNF-( sur la sécrétion de leptine par les FS
Nous avons donc montré que le FS lui-même est une source de production de leptine et que la sécrétion de leptine est une propriété modulable, avec une très forte stimulation en présence de prednisolone, une molécule profondément anti-inflammatoire, et une forte inhibition en présence du TNF-(, cytokine pro-inflammatoire. Ce résultat peut apparaître paradoxal car la leptine a une réputation de molécule pro-inflammatoire dans son interaction avec le système immunitaire, favorisant le développement d’une immunité de type Th1 et induisant une production d’IL-8, autre cytokine inflammatoire dans les FS in vitro (10, 28, 29). Inversement, la leptine est une cible pour les cytokines inflammatoires. Ainsi, chez l’animal, l’injection systémique de LPS, de TNF-( ou d’IL-1 s’accompagne d’une forte augmentation de leptine circulante (30, 31). Nos résultats sont cependant sans équivoque puisque aucune expérience n’a été discordante tant dans la stimulation que dans l’inhibition. De plus, l’inhibition induite par le TNF-( est spécifique puisque abolie par l’incubation préalable des FS avec un Ac anti-TNF-(. In vivo, plusieurs publications montrent que les taux de leptine circulante chez les patients souffrant de PR ne sont pas modifiés lors d’un traitement par un anticorps anti-TNF-(, que ce soit de l’infliximab (32, 33) ou de l’adalimumab (34) alors que, dans les mêmes conditions, les taux sériques de CRP et d’IL-6 se réduisent significativement. Nous avons déjà signalé que les taux de leptine ne sont généralement pas corrélés aux taux circulants de CRP et d’IL-6 (19, 21, 22, 23) ou alors ils le sont négativement (18). Le lien entre la production de leptine par les FS et l’inflammation doit encore être mieux étudié.

L’incubation simultanée de prednisolone et de TNF-( induit un comportement différent selon le patient. Il y a clairement des situations où le TNF-( réduit la production de leptine induite par la prednisolone et d’autres où le TNF-( augmente la production de leptine induite par la prednisolone, suggérant l’existence d’une régulation complexe qu’il faudra étudier ultérieurement. Nos travaux in vitro suggèrent donc qu’il convient d’analyser avec prudence la signification des taux sériques ou synoviaux de leptine chez des PR et leurs corrélations avec l’activité de la maladie ou avec les paramètres d’inflammation lorsque les patients reçoivent des corticoïdes, ce qui est le cas dans de nombreuses études (18-20, 22-24). Que la prednisolone puisse augmenter la production de la leptine est cependant bien suggérée dans la littérature. In vitro, la dexaméthasone stimule la production de leptine par les cellules adipeuses humaines (35) et la prise orale de dexaméthasone entraîne chez le volontaire sain une augmentation du taux de leptine circulante et une augmentation du mRNA dans la graisse abdominale (36). Enfin, la prise orale de 0,5 mg/kg de prednisolone chez les patients souffrant de maladie de Crohn s’accompagne aussi d’une augmentation significative de la leptinémie (37).

Contribution de la leptine produite par le FS à la leptine présente dans le liquide synovial

Le rapport des concentrations de leptine dans le sang et le liquide synovial est également source de divergence dans la littérature. Chez des adultes souffrant de gonarthrose, Loeser et coll. (38) montrent des taux sanguins et synoviaux de leptine équivalents, émettant par là l’hypothèse d’une diffusion passive du compartiment sanguin vers l’articulation, comme le suggèrent également Dumond et coll. (16). Pour Presle et coll. (17), toujours dans la gonarthrose, les taux synoviaux sont légèrement supérieurs aux taux sériques avec une corrélation linéaire significative entre les deux. Dans la PR, Bokarewa et coll. (23) ainsi que Seven et coll (25) ont montré que les taux sériques étaient significativement supérieurs aux taux synoviaux alors qu’ils ne sont pas différents pour Hizmelti et coll. (19). 

Cette grande hétérogénéité dans la littérature pose la question du site réel de production de la leptine présente dans le liquide synovial qui peut être articulaire (synovial, graisseux ou chondrocytaire) ou extra-articulaire d’origine graisseuse ou autre, immunitaire par exemple, mais aussi d’une influence éventuelle de conditions inflammatoires ou d’une exposition à des médicaments pouvant influencer le statut en leptine. Nos travaux, réalisés in vitro avec des cultures cellulaires, montrent clairement une origine synoviale par la production des FS, confirmant les travaux initiaux de Presle (17). Mais l’importance de cette contribution à la quantité de leptine présente dans le liquide synovial devra être déterminée par des travaux ultérieurs.
Implication du récepteur p55 dans l’action du TNF-( sur la sécrétion de leptine par le FS
Nous avons montré que l’effet inhibiteur induit par le TNF-( était totalement aboli par le blocage du récepteur de type I (p55), alors que le blocage du récepteur de type II (p75) n’avait pas d’effet significatif. Les 2 récepteurs sont exprimés par les FS de patients atteints d’arthrose ou de PR (39-42), avec une expression plus importante du récepteur p55. Le p55 est exprimé de manière constitutive sur les FS, alors que le p75 est inductible sous l’influence de cytokines inflammatoires comme le TNF-( ou l’IL-1 (40, 43). Par contre, la production d’IL-6 par le TNF-( est majoritairement liée à une activation du récepteur p55 (40, 41). L’inhibition de l’interaction entre le TNF-( et le récepteur p75 par l’étanercept, utilisé dans le traitement de la PR, a prouvé son efficacité (44, 45). Le lenercept, ciblant l’interaction entre le TNF-( et le p55, n’a montré aucune efficacité clinique (46) et n’a jamais été commercialisé, laissant penser que l’action inflammatoire du TNF-( dans la PR est plutôt médiée par le p75. L’absence de modulation des taux de leptine sous étanercept (47) vient appuyer notre observation in vitro. Nos résultats restent cependant préliminaires car ils ont été effectués en trois répétitions chez un seul patient et les expériences de confirmation n’ont pu être réalisées durant les seuls deux mois du stage de recherche.
Implication de la voie de (-caténine dans la sécrétion de leptine par le FS
Le complexe GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) est connu comme un régulateur majeur de la voie de (-caténine en provoquant la phosphorylation de la (-caténine en phospho-(-caténine (48, 49). Le lithium est couramment utilisé en recherche comme un inhibiteur de GSK-3 (50, 51). Nous avons confirmé, chez le FS humain, que la phospho-(-caténine était moins exprimée et que la (-caténine l’était plus lorsque les FS sont incubés avec du lithium. Parallèlement, nous avons pour la première fois observé que le lithium diminuait la sécrétion de leptine. Les glucocorticoïdes augmentent la sécrétion de leptine et sont également connus pour moduler la voie de la (-caténine (52, 53) mais cette action est mal connue. Nous montrons que la prednisolone entraîne une surexpression de la phospho-(-caténine dans les extraits cellulaires totaux. L’action de la prednisolone sur l’expression de la (-caténine est, elle, variable avec tantôt une augmentation, tantôt une diminution. Nous avons posé l’hypothèse que la diminution de leptine induite par le TNF-( passait également par une diminution de la phospho-(-caténine et une augmentation de la (-caténine. Alors que, avec le TNF-(, la (-caténine est augmentée, nous observons une surexpression de la phospho-(-caténine accompagnée par une surexpression de l’actine, évoquant une prolifération cellulaire induite par le TNF-(, confirmée par le test MTS-24 et décrite dans la littérature (36). Aucune conclusion ne peut donc être faite à ce stade concernant l’action du TNF-( sur la voie de la (-caténine. Elle semble néanmoins impliquée dans la sécrétion de leptine, comme le font évoquer les expériences avec le lithium et la prednisolone. Des expériences supplémentaires sont nécessaires, notamment via la recherche de l’expression de GSK-3 et la dissociation des extraits totaux en extraits nucléaires et cytoplasmiques pour évaluer la translocation nucléaire de (-caténine.
Conclusions

Nous avons montré, dans notre modèle de culture in vitro de FS humains issus de prélèvements opératoires, que les FS sont capables d’une sécrétion spontanée de leptine dès le premier passage, ce que laissaient augurer les travaux de Relic (9) et de Presle (17). Nous confirmons également dans notre modèle que la prednisolone augmente fortement cette sécrétion.

Nous montrons pour la première fois un effet inhibiteur du TNF-( sur l’expression de la leptine par les FS et  nous proposons que l’action du TNF-( passe par le récepteur p55. L’influence du TNF-( sur la sécrétion de leptine induite par la prednisolone est variable et aucune des caractéristiques cliniques étudiées ne peut être mise en relation avec un profil de sécrétion de leptine particulier. 

Nos résultats sur la modulation de la sécrétion de leptine par la prednisolone et le lithium suggèrent que la phosphorylation de (-caténine est impliquée dans l’expression de la leptine endogène par le FS. Cependant, au terme de ce travail, l’effet inhibiteur du TNF-( ne peut pas être attribué à la phosphorylation de la (-caténine.   

Annexe 1 : matériel et méthodes

Isolation des fibroblastes synoviaux, culture cellulaire et conditions de stimulation

Nous avons étudié les synoviales de 13 patients, prélevées durant une opération de mise en place de prothèse de hanche (6 fois) ou de genou (7 fois) dans le service de chirurgie orthopédique du CHU de Liège. Le tableau 1 résume les caractéristiques épidémiologiques principales des patients. 9 souffrent d’arthrose primitive, 3 d’ostéonécrose aseptique et 1 de PR. Il s’agit de 7 hommes et de 6 femmes. L’âge moyen est de 64 ± 13 ans et le BMI moyen de 28,8 ± 6,1 kg/m2. L’utilisation des tissus récoltés a été approuvée par le comité d’Ethique hospitalo-universitaire du CHU de Liège. 

Les prélèvements de synoviale sont digérés le jour même à l’aide de collagénase filtrée (12,5 mg de collagénase (Sigma-Aldrich) dans 25 ml de milieu DMEM (Cambrex Bio Science, Walkersville, MD, Etats-unis) supplémenté en L-glutamine 2mM, streptomycine 100Mg/ml et pénicilline 100U/ml (BioWhittaker, Walkersville, MD, Etats-unis)) pour une digestion durant la nuit ou 25 mg de collagénase dans 25 ml du même milieu pour une digestion en 4 heures, selon les techniques décrites par Relic et coll (54). Le tissu synovial est ensuite filtré deux fois à travers une membrane en nylon de 75 (m (Falcon, BD Bioscience, San José, CA, Etats-unis) et centrifugé. Le culot est récupéré et incubé à 37° dans le milieu standard (DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal, SVF) afin de permettre la croissance des FS. Le milieu standard est changé le lendemain puis chaque semaine. Onze des 13 tissus synoviaux utilisés ont été prélevés durant les mois d’octobre et de novembre 2010 et les deux autres ont été décongelés à partir d’échantillons prélevés il y a 1 ou 2 ans.

Dès la confluence atteinte, un nouveau passage est effectué : 150.000 FS sont remis en culture dans le milieu standard, à nouveau jusqu’à la confluence. Le reste des FS est ensemencé dans une boîte 24 puits (BD Biosciences, San Jose, CA, Etats-Unis) à raison de 25.000 cellules par puit. Le lendemain, ces cellules sont stimulées  à température ambiante avec l’ajout dans le milieu de culture d’une dose unique de prednisolone (1 µM) (Sigma-Aldrich), en présence ou non de TNF- (10 ng/ml) (R&D). Dans certaines expériences, l’effet du TNF- a été étudié en présence d’anticorps anti-TNF-, d’anticorps bloquant le récepteur I du TNF- (anti-TNF-RI) et d’anticorps bloquant le récepteur II du TNF- (anti-TNF-RII) (1(g/ml) (R&D), ajoutés au milieu de culture à température ambiante 2h avant la stimulation par TNF-. Dans certaines expériences, l’inhibiteur du protéasome MG-132 (Alexis Corporation) a été ajouté au milieu de culture 24h avant l’arrêt de celle-ci et l’étude par Western Blot afin d’éviter la dégradation de la phospho-(-caténine. Chaque expérience est réalisée au minimum en triple répétition.

ELISA

Les taux de leptine des surnageants de culture sont déterminés par ELISA (R&D Systems, Minnéapolis, Etats-Unis) selon le protocole du fabricant.

Western Blot


Après récupération du milieu surnageant, 75 (L de solution de tampon de lyse (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100, 10% glycérol, 1 mM dithiothreitol, 1 mM Na3PO4, 25 mM glycérophosphate et 1 mM NaF) sont ajoutés dans chaque puit pour lyser les cellules. Les cellules sont ensuite congelées à -20°c pendant 24h puis grattées afin de récupérer les extraits cellulaires totaux. Les protéines totales sont séparées dans du SDS-PAGE puis transférées sur une membrane Immobilon-P (Millipore Corporation, Bedford, MA, Etats-unis). La membrane est incubée pendant 2 heures à température ambiante avec des anticorps primaires anti--caténine, phospho--caténine  et actine (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Etats-Unis) dilués à 1/1000 dans une solution tampon de Tris-Tween 20. Les Western blots sont révélés à l’aide d’anticorps dirigés contre les anticorps de souris ou de lapin utilisés à la dilution de 1/2000 (DAKO A/S, Glostrup, Danemark) et des réactifs chémoluminescents ECL (Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, Royaume-Uni).

Test colorimétrique de prolifération cellulaire MTS-24

Sept jours après la stimulation, après avoir récupéré le milieu surnageant, les cellules en culture sont incubées avec 100 ml de milieu (DMEM, l-glutamine 2mM, streptamycine 100 mg/ml, pénicilline 100 U/ml) et 20 ml de solution colorimétrique (CellTiter 96, Promega, G3582). Les cellules sont incubées pendant 3h puis l’absorbance du surnageant de culture est mesurée à 470 nm.

Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne ± 1 écart-type. Les différences de production de leptine dans les conditions expérimentales ont été réalisées avec un test de Mann-Withney. Le test du Chi2 est utilisé pour les comparaisons entre les caractéristiques cliniques des deux groupes de patients. Les corrélations entre les taux de leptine, l’importance de la variation de leptine induite et le BMI des patients ont été analysés par une régression linéaire. Une valeur de P<0,05 a été considérée comme significative.

Annexe 2 : tableau et figures

	Nom
	Sexe
	Age

(année)
	BMI

(kg/m2)
	Tabac

(1/0)
	Pathologie
	Diabète

(1/0)
	Site de

prélèvement

	LMF
	H
	47
	24,7
	1
	PR
	0
	Genou

	LO
	F
	85
	26,2
	0
	ONA
	0
	Hanche

	SDF
	H
	46
	20,3
	1
	ONA
	0
	Hanche

	MM
	H
	62
	35,5
	1
	ONA
	0
	Hanche

	WU
	F
	73
	25,8
	0
	Arthrose
	0
	Genou

	PGF
	H
	64
	26,8
	0
	Arthrose
	0
	Genou

	VRS
	H
	79
	27,5
	0
	Arthrose
	0
	Genou

	FGF
	F
	72
	19,6
	0
	Arthrose
	0
	Genou

	DE
	F
	62
	34,6
	0
	Arthrose
	1
	Hanche

	HE
	F
	76
	38,3
	0
	Arthrose
	1
	Genou

	NPF
	H
	50
	32,1
	1
	Arthrose
	0
	Hanche

	SC
	F
	52
	36,6
	0
	Arthrose
	0
	Genou

	RWF
	H
	67
	27,0
	0
	Arthrose
	0
	Hanche


Tableau 1. Caractéristiques démographiques des patients prélevés

BMI = indice de masse corporelle ; H = homme ; F = femme ; PR = polyarthrite rhumatoïde ; ONA = ostéonécrose aseptique

Annexe 3 : bibliographie 

1. Goldring SR, Goldring MB. Biology of the normal joint, in Firestein GS, Budd RC, Harris Jr ED, McInnes IB, Ruddy S, Sergent JS Eds.,  Kelley’s Textbook of Rheumatology, Saunders Elsevier, Philadelphia, 8ème édition 2009, 1-22.

2. Bresnihan B, Flanagan AM. Synovium, in Firestein GS, Budd RC, Harris Jr ED, McInnes IB, Ruddy S, Sergent JS Eds.,  Kelley’s Textbook of Rheumatology, Saunders Elsevier, Philadelphia, 8ème édition 2009, 23-35.

3. Jones S, Horwood N, Cope A, et al. The antiproliferative effect of mesenchymal stem cells is a fundamental property shared by all stromal cells. J Immunol, 2007, 179, 2824-2831.

4. Yamasaki S, Nakashima T, Kawakami A, et al. Cytokines regulate fibroblast-like synovial cell differentiation to adipocyte-like cells. Rheumatology, 2004, 43, 448-452.

5. Sakaguchi Y, Sekiya I, Yagishita K, et al. Comparison of human stem cells derived from various mesenchymal tissues: superiority of synovium as a cell source. Arthritis Rheum, 2005, 52, 2521-2529.

6. Fiorito S, Magrini L, Adrey J, et al. Inflammatory status and cartilage regenerative potential of synovial fibroblasts from patients with osteoarthritis and chondropathy. Rheumatology (Oxford), 2005, 44, 164-171.

7. Noss EH, Brenner MB. The role and therapeutic impications of fibroblast-like synoviocytes in inflammation and cartilage erosion in rheumatoid arthritis. Immunological Reviews, 2008, 223, 252-270.

8. Bartok B, Firestein GS. Fibroblast-like synoviocytes : key effector cells in rheumatoid arthritis. Immunological Reviews, 2010, 233, 233-255.

9. Relic B, Zeddou M, Desoroux A, et al. Genistein induces adipogenesis but inhibits leptin induction in human synovial fibroblasts. Lab Invest 2009, 89, 811-822.
10. Stofkova A. Leptin and adiponectin: from energy and metabolic dysbalance to inflammation and autoimmunity. Endocr Regul, 2009, 43, 157-168.

11. Ducy P, Amling M, Takeda S, et al. Leptin inhibits bone formation through a hypothalamic relay : a central control of bone mass. Cell, 2000, 100, 197-207.

12. Elefteriou F, Takeda S, Ebihara K, et al. Serum leptin is a regulator of bone mass. Proc Natl Acad Sci 2004, 101, 3258-3263.

13. Thomas T, Gori F, Khosla S, et al. Leptin acts on human marrow stromal cell to enhance differentiation to osteoblasts and to inhibit differenciation to adipocytes. Endocrinology, 1999, 140, 1630-1638.

14. Kawai M, Devlin M, Rosen CJ. Fat targets for skeletal health. Nat Rev Rheumatol, 2009, 5, 365-372.

15. Cornish J, Callon KE, Bava U, et al. Leptin directly regulates bone cell function in vitro and reduces bone fragility in vivo. J Endocrinol, 2002, 175, 405-415.

16. Dumond H, Presle N, Terlain B, et al. Evidence for a key role of leptin in osteoarthritis. Arthritis Rheum, 2003, 48, 3118-3129.

17. Presle N, Pottie P, Dumond H, et al. Differential distribution of adipokines between serum and synovial fluid in patients with osteoarthritis. Contribution of joint tissuses to their articular production. Osteoarthritis Cartilage, 2006, 14, 690-695.

18. Popa C, Netea MG, Radstake T, et al. Markers of inflammation are negatively correlated with serum leptin in rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis, 2005, 64, 1195-1198.

19. Hizmelti S, Kisa M, Gokalp N, et al. Are plasma and synovial fluid leptin levels correlated with disease activity in rheumatoid arthritis ? Rheumatol Int, 2007, 27, 335-338.
20. Targonska-Stepniak B, Majdan M, Dryglewska M. Leptin levels in rheumatoid arthritis patients : relation to disease duration and activity. Rheumatol Int, 2008, 28, 585-591.
21. Gunaydin R, Kaya T, Atay A, et al. Serum leptin levels in rheumatoid arthritis and relationship with disease activity. South Med J, 2006, 99, 1078-1083.
22. Wislowska M, Rok M, Jaszczyk B, et al. Serum leptin in rheumatoid arthritis. Rheumatol Int, 2007, 27, 947-954.

23. Bokarewa M, Bokarew D, Hultgren O, Tarkowski A. Leptin consumption in the enflamed joints of patients with rheumatoid arthritis. Ann Rhem Dis, 2003, 62, 952-956.

24. Otero M, Lago R, Gomez R, et al. Changes in plasma levels of fat-derived hormones adiponectin, leptin, resistin and visfatin in patients with rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis, 2006, 65, 1198-1201. 
25. Seven A, Güzel S, Aslan M, et al. Serum and synovial fluid leptin levels and markers of inflammation in rheumatoid arthritis. Rheumatol Int, 2009, 29, 743-747.

26. Stannus OP, Jones G, Quinn SJ, et al. The association between leptin, interleukin-6, and hip radiographic osteoarthritis in older people : a cross-sectional study. Arthritis Res Ther, 2010, 12, R95.

27. Ku JH, Lee CK, Joo BS, et al. Correlation of synovial fluid leptin concentrations woth the severity of osteoarthritis. Clin Rheumatol, 2009, 28, 1431-1435.
28. Park MC, Chung SJ, Park YB, et al. Pro-inflammatory effect of leptin on peripheral blood mononuclear cells of patients with ankylosing spondylitis. Joint Bone Spine, 2009, 76, 170-175.
29. Tong KM, Shieh DC, Chen CP, et al. Leptin induces IL-8 expression via leptin receptor, IRS-1, PI3K, AKT cascade and promotion of NF-kappaB/p300 binding in human synovial fibroblast. Cell Signal., 2008, 20, 1478-1488.

30. Grunfeld C, Zhao C, Fuller J, et al. Endotoxin and cytokines induce expression of leptin, the ob gene product, in hamsters. A role for leptin in the anorexia of infection. J Clin Invest, 1996, 97, 2152-2157.

31. Gualillo O, Eiras S, Lago F, et al. Elevated serum leptin concentrations induced by experimental acute inflammation. Life Sciences, 2000, 67, 2433-2441.

32.  Gonzalez-Gay MA, Garcia-Unzueta MT, Berja A, et al. Anti-TNF-alpha therapy does not modulate leptin in patients with severe rheumatoid arthritis. Clin Exp Rheumatol, 2009, 27, 222-228.

33. Popa C, Netea MG, de Graaf J, et al. Circulating leptin and adiponectin concentrations during tumor necrosis factor blockade in patients with active rheumatoid arthritis. J Rheumatol, 2009, 36, 724-730.

34. Härle P, Sarzi-Puttini P, Cutolo M, et al. No change of serum levels of leptin and adiponectin during anti-tumor necrosis factor antibody treatment with adalimumab in patients with rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis, 2006, 65, 970-971.

35. Considine RV, Nyce MR, Kolaczynski JW, et al. Dexamethasone stimulates leptin release from human adipocytes : unexpected inhibition by insulin. J Cell Biochem, 1997, 65, 254-258.

36. Papaspyrou-Rao S, Schneider SH, Petersen RN, et al. Dexamethasone increases leptin expression in humans in vivo. J Clin Endocrinol Metab, 1997, 82, 1635-1637.

37. Franchimont D, Roland S, Gustot T, et al. Impact of infliximab on serum leptin levels in patients with Crohn’s disease. J Clin Endocrinol Metab, 2005, 90, 3510-3516.

38. Loeser RF. Systemic and local regulation of articular cartilage metabolism : where does leptin fit in the puzzle ? Arthritis Rheum, 2003, 48, 3009-3012.

39. Butler DM, Feldmann M, Di Padova F, et al. p55 and p75 tumor necrosis factor receptors are expressed and mediate common functions in synovial fibroblasts and other fibroblasts. Eur Cytokine Netw, 1994, 5, 441-448.

40. Taylor DJ. Cytokine combinations increase p75 tumor necrosis factor receptor binding and stimulate receptor shedding in rheumatoid synovial fibroblast. Arthritis Rheum, 1994, 37, 232-235.

41. Alsalamaleh S, Amin RJ, Kunisch E, et al. Preferential induction of prodestructive matrix metalloproteinase-1 and proinflammatory interleukin6 and prostaglandin E2 in rheumatoid arthritis synovial fibroblasts via Tumor Necrosis Factor receptor-55. J Rheumatol, 2003, 30,  1680-1669.

42. Alaaeddine N, DiBattista JA, Pelletier J-P, et al. Osteoarthritic synovial fibroblasts possess an increased level of tumor necrosis factor-receptor 55 (TNF-R55) that mediates biological activation by TNF-(. J Rheumatol, 1997, 24, 1985-1994.

43. Winzen R, Wallach D, Kemper O, et al. Selective up-regulation of the 75-kDa tumor necrosis factor (TNF) receptor and its mRNA by TNF and IL-1. J Immunol, 1993, 150, 4346-4353.

44. Weinblatt ME, Kremer JM, Bankhurst AD, et a l. A trial of etanercept, a recombinant tumor necrosis factor receptor :Fc fusion protein, in patients with rheumatoid arthritis receiving methotrexate. N Engl J Med, 1999, 340 : 253-259.

45. Moreland LW, Schiff MH, Baumgartner SW, et al. Etanercept therapy in rheumatoid arthritis. Ann Intern Med, 1999, 130, 478-486.

46. Furst DE, Weisman M, Paulus HE, et al. Intravenous human recombinant tumor necrosis factor receptor p55-Fc IgG1 fusion protein, Ro 45-2081 (lenercept) : result of a dose-finding study in rheumatoid arthritis. J Rheumatol, 2003, 30, 2123-2126.
47. Lo J, Bernstein LE, Canavan B, et al. Effects of TNF-alpha neutralization on adipocytokines an skeletal muscle adiposity in the metabolic syndrome. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2007, 293, 102-109.
48. Aberle H, Bauer  A, Stappert J, et al. -catenin is a target for the ubiquinin-proteasome pathway. EMBO Journal, 1997, 16, 3793-3804.

49. Orford K, Crockett C, Jensen J, et al. Serine phosphorylation-regulated ubiquitination and degradation of  -catanin. J Biol Chem, 1997, 272, 24735-24738.

50. Klein PS, Melton DA. A molecular mechanism for the effect of lithium on development. Proc Natl Acad Sci, 1996, 93, 8455-8459.

51. Stambolic V, Ruel L, Woodgett JR. Lithium inhibits glycogen synthase kinase-3 activity and mimics Wingless signalling in intact cells. Current biology, 1996, 6, 1664-1668.
52. Guan Y, Rubenstein NM, Failor KL, et al. Glucocorticoids control beta-catenin protein expression and localization through distinct pathways that can be uncoupled by disruption of signaling events required for tight junction formation in rat mammary epithelial tumor cells. Mol Endocrinol. 2004, 18, 214-227.

53. Failor KL, Desyatnikov Y, Finger LA, et al. Glucocorticoid-induced degradation of glycogen synthase kinase-3 protein is triggered by serum- and glucocorticoid-induced protein kinase and Akt signaling and controls beta-catenin dynamics and tight junction formation in mammary epithelial tumor cells. Mol Endocrinol. 2007, 21, 2403-2415.
54. Relic B, Benoit V, Franchimont N, et al. Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma1 is dephosphorylated and degraded during BAY 11-7085-induced synovial fibroblast apoptosis. J Biol Chem, 2006, 281,22597-22604.

.

Annexe 4 : réflexions

Au-delà d’une très modeste contribution à l’étude de la sécrétion de leptine par le fibroblaste synovial, ce travail m’aura énormément apporté sur le plan professionnel et humain.

Pendant ces deux mois, j’ai appris à maîtriser différentes techniques de laboratoire afin de réaliser moi-même l’ensemble des expériences présentées dans ce manuscrit. J’ai également appris les techniques de préparation des matériels prélevés en salle d’opération et géré personnellement la majorité de mes cultures cellulaires, vivant au rythme de croissance des fibroblastes, tantôt dociles, tantôt capricieux. Au-delà des aspects techniques, ce sont également des notions de statistique ainsi qu’une méthode de raisonnement et de présentation des résultats que j’ai dû acquérir.

L’enseignement le plus important de ces deux mois fut la leçon d’humilité que me donnaient chaque jour les résultats d’expérience. Chaque résultat négatif vient rappeler qu’il est trop simpliste d’espérer pouvoir reproduire un mécanisme vivant complexe dans un simple puit d’expérience et nous pousse à chercher de nouvelles hypothèses, à explorer plus en détail le paradigme, voire, un jour, à le remplacer par un nouveau. Ma déception fut grande lorsque les expériences de normalisation par l’actine et le test de prolifération cellulaire m’ont clairement fait comprendre que je ne pourrai pas impliquer (-caténine dans la diminution de leptine induite par le TNF-( en deux mois de temps. Mais cette défaite me pousse à envisager de nouvelles expériences pour contourner ce problème …
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