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1. Bruton tyrosine kinase ou Btk 

 

 La découverte des mutations génétiques impliquées dans  l’agammaglobulinémie liée 

à l’X humaine et dans le modèle murin d’immunodéficience liée à l’X ou XID (Rawlings et 

al., 1993 ; Thomas et al., 1993 ) a permis de mettre en évidence le rôle primordial de la 

Bruton tyrosine kinase (Btk) dans le développement et la maturation du lymphocyte B. Des 

études récentes ont également montré que Btk a également un rôle clé dans le contrôle du 

système immunitaire inné notamment via la voie des Toll like Receptor (TLR). L’importance 

de cette kinase est encore accentuée par son rôle dans la physiopathologie de certaines 

maladies autoimmunes comme la polyarthrite rhumatoïde (PR) et dans certaines hémopathies 

malignes. 

 

1.1 Gène et protéine Btk : 

 

   Btk est une protéine tyrosine kinase non récepteur, cytoplasmique, appartenant à la famille 

des tyrosines kinases Tec (Jefferies and al., 2003). La famille des Tec kinases comporte, en 

plus de Btk, les protéines Tec, Itk, Txk et Bmx. Ces protéines sont exprimées essentiellement 

par les cellules hématopoïétiques et interviennent globalement dans les voies de signalisation 

intracellulaire soit en réponse aux récepteurs cytokiniques soit en réponses aux récepteurs 

lymphocytaires BCR et TCR (Berg et al, 2005). Elles interviennent également dans la 

présentation antigénique et dans la régulation du cytosquelette (Finckelstein et al. 2004).  

Btk est exprimé par l’ensemble de cellules hématopoïétiques sauf dans les lymphocytes T et 

les cellules NK (Mohamed et al., 2009).  

Le gène Btk est situé sur le chromosome X humain, comporte 19 exons et 37,5 kb (Sideras et 

al., 1994). Suite au clonage du gène Btk en 1992 (Vetrie et al., 1993), plus de 800 mutations 

ont été identifiées. Comme pour d’autres anomalies génétiques, il s’agit de mutations faux-

sens, non-sens, sur site de splicing, par insertion ou délétion. Son promoteur, situé à environ 

1000 bp en amont de du gène, est régulé par plusieurs facteurs de transcription dont 

notamment NF-κB, Pu-1, Sp1/3, Spi-B, BOB.1, OBF.1 et Oct1/2 (figure 1). 
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Figure 1 : Schéma du promoteur de Btk avec les sites de fixation des facteurs de 

transcription (Mohamed et al., 2009). 

 

La protéine Btk comporte 659 acides aminés et se compose de plusieurs domaines 

fonctionnels. A partir de l’extrémité N-terminale de la protéine Btk, on retrouve 

successivement (figure 2) : 

- un domaine PH ou Plekstrin Homology 

- un domaine TH ou Tec Homology regroupant les régions BH (Btk Homology 

Region) et PPR (Poly Proline Region) 

- un domaine SH2 ou Src Homology 2 et un domaine SH3 ou Src Homology 3 

- un domaine kinase SH1 ou Src Homology 1 comportant le domaine tyrosine kinase 

A partir de ces différents domaines, la protéine Btk pourra être activée par phosphorylation et 

interagir avec de nombreuses protéines intervenant dans différentes voies de signalisation. 

 

 

 Figure 2 : Schéma représentant les différents domaines de la protéine Btk avec leurs 

sites de phosphorylation, représentés par les flèches rouges et bleues, ainsi que les protéines 

interagissant avec Btk (Mohamed et al., 2009). 
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1.2        Régulation de l’activation de la protéine Btk 

 

   Sous sa forme inactive non phosphorylée, la protéine Btk se localise dans le cytoplasme à 

proximité du noyau cellulaire. Sa stabilité nécessite la présence de Zinc se fixant au niveau du 

domaine TH de la protéine ; des mutations dans la région de fixation au Zinc amènent à la 

génération d’une protéine Btk très instable et rapidement dégradée (Hyvonen et al., 1997). 

Après stimulation cellulaire via la voie TLR ou BCR, la protéine Btk se déplace vers la 

surface cellulaire et sera phosphorylée au niveau de la région Y551 du domaine SH1/TK par 

une protéine de la famille des Src kinases comme Lyn. Cette phosphorylation dans le domaine 

catalytique de la protéine entrainera une auto phosphorylation au niveau de la région Y223 du 

domaine SH3 (Park et al., 1996). Ces phosphorylations permettront à la protéine Btk 

d’adopter une conformation tridimensionnelle favorable à l’exposition de son domaine PH et 

à l’interaction avec de nombreuses protéines dont par exemple la phosphatidylinositol (3,4,5)-

triphosphate ou PIP3 entrainant la phosphorylation de la phospholipase C ou PLCγ. Les 

mécanismes amenant à transporter la protéine Btk sont actuellement inconnus.  

Par contre, des mécanismes de régulation négative de l’activation de Btk ont été rapportés 

dont notamment le rôle de la protéine Pin1 (Yu et al., 2006). Cette protéine Pin1 peut 

phosphoryler les sites S21 et S115 situés dans le domaine PH et accessoirement S180 dans la 

région PPR, et entrainer la dégradation de la protéine Btk (figure 3). 

D’autres protéines ont également été incriminées dans la régulation négative de Btk 

notamment les protéines kinases SHP-1 et SHP-2 (Maeda et al., 1999). SHP-1 va 

déphosphoryler Btk après son interaction avec la protéine PIR-B et réguler négativement la 

réponse au récepteur BCR. 
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 Figure 3 : Schéma représentant le rôle des différents sites de phosphorylation de la 

protéine Btk entrainant soit son activation via Lyn, soit sa dégradation par l’intermédiaire de 

Pin1 (Mohamed et al., 2009). 

 

 

1.3 Lymphocyte B et Btk 

 

   Décrite en premier par Ogden Bruton en 1952, l’agammaglobulinémie congénitale (XLA) 

est le premier déficit immunitaire identifié. Son incidence est de l’ordre d’une naissance sur 

200 000. Son mode de transmission est essentiellement lié à l’X avec plusieurs centaines de 

mutations décrites sur le gène Btk. Elle se caractérise par un défaut de maturation des 

lymphocytes B et du réarrangement des chaînes lourdes d’immunoglobuline conduisant à 

l’absence de production d’immunoglobuline. Son mode de révélation est précoce dans la 

vie, particulièrement chez le garçon pendant les deux premières années de vie mais le 

diagnostic peut se faire plus tardivement ; il n’y a pas de corrélation entre le génotype et le 

phénotype des patients XLA.  

Chez ces patients XLA, le défaut de maturation des lymphocytes B se situe au stade pré-B1 

de la lymphogénèse B (Nomura et al., 2000) ; ces patients possèdent une population pro-B 

normale mais un défaut des autres populations plus matures montrant que Btk est 

indispensable à la lymphogénèse B chez l’homme (figure 4).  

 



 20 

 

 

       Figure 4 : Schémas montrant l’importance de Btk dans la maturation lymphocytaire B 

chez l’homme avec à gauche le rôle de Btk dans le passage du stade pro-B au stade pre-B1 

et à droite la déplétion des populations pré-B1, pré-B2 et lymphocyte B naïfs chez les 

patients XLA (Nomura et al., 2000). 

 

Ce rôle central de Btk dans la maturation lymphocytaire est moins présent dans les modèles 

murins ; les souris XID ayant une mutation inactivatrice de Btk possèdent une population de 

lymphocyte B diminuée seulement de moitié par rapport aux souris Wild-Type (WT). Ceci 

serait expliqué par le remplacement de la fonction de Btk par la protéine tyrosine kinase Tec 

alors que chez l’homme la présence de protéines Tec ne permet pas de restaurer cette 

fonction (Ellemeier et al., 2000).  

 

 Le mécanisme de contrôle de Btk dans ce phénomène de maturation du lymphocyte B n’est 

pas complètement élucidé. Deux voies de signalisation spécifique du lymphocyte B seraient 

impliquées : la voie du récepteur BCR et du récepteur BAFF-R 

 

.  

   1.3.1  Btk et BCR 

 

   L’activation du récepteur du lymphocyte B ou BCR, soit par fixation antigénique soit par 

maturation, permettrait le recrutement à la membrane cellulaire de protéine de la famille 

kinase Src comme Fyn et Lyn.  

La protéine Lyn a un rôle central dans la voie de signalisation du BCR (Satterthwhite et al., 

2000) (figure 5) : 

- elle va permettre le recrutement et l’activation de la protéine membranaire CD19  

directement par phosphorylation et indirectement en inactivant CD22 levant son 
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inhibition sur CD19. CD19 activé va recruter la protéine PI3K qui va elle-même 

phosphoryler PIP2 en PIP3 qui sera reconnu par le domaine PH de Btk. 

- Elle va permettre la phosphorylation de Btk sur le site Y551, puis son 

autophosphorylation entrainant une modification spatiale permettant à son domaine 

PH d’interagir notamment avec la PIP3.   

 

 

              

     Figure 5 : Rôle de la protéine Lyn dans le contrôle de la voie de signalisation du BCR 

médiée par Btk (Satterthwhite et al., 2000). 

 

  

La protéine Btk activée par la fixation du PIP3 sur son domaine PH va pouvoir phosphoryler 

la protéine lipase PLCγ recrutant la protéine kinase PKC. PLCγ est également régulée par la 

protéine kinase Syk qui, avec Btk, phosphoryle et active cette protéine PLCγ. 

 

PKC va pouvoir intervenir à deux niveaux de voie de signalisation : 

- en levant l’inhibition d’IκB sur NF-κB par l’intermédiaire de la famille IKK (Petro et 

al., 2000) 

- en modifiant le flux calcique intra cellulaire entrainant l’activation de la protéine 

phosphatase CaN et l’activation du facteur de transcription NFAT. 

 

L’activation de Btk va donc permettre le recrutement de deux facteurs de transcription 

majeurs, NF-κB et NFAT, régulant la synthèse de nombreuses protéines intervenant dans la 

régulation de la prolifération cellulaire, la maturation et la survie (figure 6). Les lymphocytes 

B déficientes pour la protéine Btk ont une activité NF-κB nettement diminuée, montrant bien 

l’importance de cette interaction Btk/NF-κB (Bajpai et al., 2000).  
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     Figure 6 : Schéma montrant le rôle de Btk dans la voie de signalisation du BCR sur la 

régulation des facteurs de transcription  NF-κB et NFAT (Mohamed et al., 2009).  

 

Par ailleurs, le contrôle de NF-κB par Btk va également permettre l’autorégulation de Btk 

puisque NF-κB à des sites d’interaction sur le promoteur du gène Btk. D’autre part, il a 

également été démontré que Btk pouvait intervenir sur la régulation d’autres facteurs de 

transcription BAP-135, TFII-I, STAT5A, Bright ainsi que sur la voie des MAPK par 

interaction indirecte avec RasGRP3 régulant la synthèse du facteur de transcription AP-1 

(Mahajan et al., 2001) (figure 7).  
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   Figure 7 : Schéma représentant de manière non exhaustive l’ensemble des voies de 

signalisation en réponse au récepteur BCR faisant intervenir la protéine Btk 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/197731).  

 

Enfin, en association avec la protéine kinase Syk recrutée également par Lyn, Btk va 

également régulée la protéine Rac, par l’intermédiaire de BLNK, intervenant dans la 

régulation du cytosquelette.  
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  1.3.2 Btk et BAFF-R 

 

 La prolifération et la survie des lymphocytes B dépendent également d’une autre voie 

de signalisation, celle du récepteur BAFF-R avec son ligand BAFF.   

 BAFF-R, récepteur de la famille du TNF-α, est exprimé par tous les lymphocytes B à 

l’exception des plasmocytes de la moelle osseuse. La modulation de son expression est peu 

connue. L’activation du BCR (Walmsley et al., 2003) impliquant la voie de la PI3 kinase/Akt 

(Henley et al., 2008) ou l’activation de TLR9 augmentent l’expression de BAFF-R rendant 

ainsi les LB plus sensibles à l’action de BAFF (Ng et al., 2006). L’expression de BAFF-R est 

diminuée au cours du lupus érythémateux disséminé ou du syndrôme de Sjögren (Sellam et 

al., 2007). Cette diminution pourrait être due à l’internalisation du complexe BAFF-BAFF-R.  

 BAFF (ou BLyS) est une cytokine de classe III. Il s’agit d’une protéine de 285 acides 

aminés, riche en feuillets β, présente physiologiquement sous forme de trimères. Comme les 

autres cytokines de la famille du TNF-α, BAFF est une protéine transmembranaire de type II 

pouvant être sécrétée par clivage protéolytique. En plus d’activer le récepteur BAFF-R, 

BAFF peut interagir avec une affinité moindre à d’autres récepteurs tels TACI et BCMA. 

 

Btk va interagir selon 2 modalités au niveau de la voie BAFF-R/BAFF (Shinners et al., 2007) 

(figure 8)  : 

- soit par la voie classique du NF-κB: le couple BAFF-R/BAFF va pouvoir recruter et 

activer Btk entrainant, de manière similaire à la voie du BCR, l’activation de NF-

κB(p50/p65). 

- soit par la voie alterne de NF-κB : BAFF-R/BAFF va pouvoir recruter la protéine 

NIK, phosphorylant IККα permettant la formation du complexe p100/RelB et 

l’activation de NF-κB(p52). Via la voie classique, Btk va permettre l’augmentation 

de l’expression de la protéine p100 et donc l’augmentation de l’activité de NF-κB 

(p52) 
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 Figure 8 : Schémas représentant le rôle de Btk dans la voie de BAFF-R.  

 A gauche, le rôle conjoint de la voie BAFF-R et BCR sur l’activation de Btk et son 

rôle dans la voie classique du NF-κB (Shinners et al., 2007).  

 A droite, le double rôle de Btk en réponse au BAFF-R (ou BR3) dans la voie 

classique mais également alterne de NF-κB (Khan et al., 2009) 

 

 

 

1.4 Btk et la voie TLR 

 

 1.4.1 La voie des Toll-like Recepteurs ou TLR 

 

 Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type I comportant une partie 

extracellulaire riche en résidus leucine (LRR) qui permet la reconnaissance des PAMPs 

exogènes et des DAMPs endogènes, un domaine transmembranaire et un domaine 

intracellulaire contenant le domaine TIR implique dans la transduction du signal 

intracellulaire (Matsushima et al.,2007).  

10 TLRs fonctionnels ont été identifies chez l’homme et 12 chez la souris. Des études de 

souris KO pour chacun des TLRs ont permis de montrer que chaque membre de la famille a 

un rôle bien distinct dans la reconnaissance des ligands. Cette reconnaissance se déroule dans 

différents compartiments cellulaires, comme la membrane plasmatique, les endosomes, les 

lysosomes ou les endolysosomes. Chez l’homme, les TLRs sont actuellement classés en deux 

groupes bien distincts, cette classification étant basée sur leur localisation cellulaire.  
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Elle est également fonction de la nature des ligands reconnus (figure 9) : 

  un premier groupe est composé de TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, qui sont 

exprimés à la surface cellulaire et qui reconnaissent principalement des composants des parois 

microbiennes, comme des lipides, des lipoprotéines et des protéines, qui sont des composés 

majoritairement lipophiles. 

 l’autre groupe est constitué de TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9, exprimés exclusivement 

dans les vésicules intracellulaires où ils reconnaissent des acides nucléiques microbiens 

(Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Les différents récepteurs TLR chez l’homme avec leurs ligands respectifs ainsi que 

leur localisation cellulaire (Kanzler et al., 2007). 

 

Deux voies principales sont activées par l’interaction des TLRs avec leurs ligands :  

- la première conduit à l’activation du facteur de transcription NF κB et à la synthèse 

de cytokines inflammatoires  

- la seconde a l’activation de différents facteurs IRF et à la synthèse d’interférons de 

type 1.  

D’autres voies peuvent être également impliquées dont notamment celle des MAPK.  

 

La liaison des TLRs à leur ligand entraine leur dimérisation (homo: TLR4 ou 

hétéroTLR2/TLR6) ce qui induit un changement conformationnel des domaines TIR qui 
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peuvent alors interagir avec des protéines adaptatrices cytoplasmiques qui sont au nombre de 

4 :  

 - MyD88 utilisée par tous les TLRs connus actuellement à l’exception de TLR3. Elle 

active la voie NF κB et celle des MAPKs.  

 - TRIFF uniquement utilisée par TLR3 et TLR4 et permet l’activation des facteurs de 

transcription NF κB et IRF3  

 - TRAM et TIRAP/MAL fonctionnent comme des  sorting adaptors  permettant le 

recrutement de TRIF à TLR4 et de MyD88 à TLR2 et TLR4. 

 

Ces protéines adaptatrices seront responsables de la spécificité des réponses induites selon 

qu’elles seront recrutées isolement ou associées : ainsi l’activation de TLR3 et TLR4 entraine 

une synthèse d’interféron de type I et la production de cytokines proinflammatoires, alors que 

l’activation de TLR1 TLR2, TLR2 TLR6 et TLR5 (MyD88) conduit principalement à la 

production de cytokines pro inflammatoires. Ainsi, les voies de signalisation des TLRs 

peuvent être classées selon qu’elles font intervenir MyD88 ou TRIF ou les deux (figure 10). 

 

  1.4.1.1. La voie MyD88 dépendante : Après interaction avec le domaine TIR 

des TLR activés, MyD88 va recruter IRAK4, IRAK1 et IRAK2 par son “death domain”. 

IRAK4 est la première kinase activée, puis IRAK1 et IRAK2. La stimulation de ces kinases 

permet ensuite leur interaction avec TRAF6, une ligase E3 qui catalyse la synthèse d’une 

chaine polyubiquitine sur un certain nombre de protéines telles TRAF6 elle-même, IRAK1 

ainsi que sur TAB2 et TAB3, protéines régulatrices du complexe TAK1 et NEMO protéine du 

complexe IKK. La polyubiquitination de TAK1 permet son recrutement au complexe IKK, ce 

qui induit la phosphorylation d’IKK s et l’activation de NF κB (Bhoj et al., 2009). 

TAK1 intervient également par phosphorylation des protéines de la voie des MAPKs, 

ERK1/2, p38 et JNK permettant l’activation de différents facteurs de transcription dont AP 1.  

 

  1.4.1.2. La voie TRIF dépendante : TRIF recrute TRAF6 et active TAK1 ce 

qui conduit a l’activation de NF κB comme pour la voie MyD88.  

La voie TRIF active aussi le facteur de transcription IRF3 et la transcription des interférons. 

TRIF recrute un complexe de signalisation impliquant TRAF3 et les IKKs non canoniques,  

TBK1 et IKKε. Ce complexe protéique permettra la déphosphorylation d’IRF3 conduisant à 

sa translocation dans le noyau (Hacker et al., 2006). 



 28 

 

 

  

 

Figure 10 : Schéma représentant les 2 voies de signalisation MyD88 et TRIF en réponse à 

l’activation des TLRs (Loiarro et al., 2010). 

 

D’autre part, le récepteur TLR4 constitue une exception car il s’agit du seul récepteur utilisant 

les 4 protéines adaptatrices à domaines TIR. TLR4 recrute initialement TIRAP à la membrane 

plasmique ce qui favorise le recrutement de MyD88 puis l’activation de NF κB et des 

MAPKs (Kagan et al., 2006). TLR4 est ensuite internalisé dans les endosomes par endocytose 

où il forme un complexe de signalisation avec TRAM et TRIF initiant la voix 

TRIF dépendante conduisant a l’activation d’IRF3 ainsi qu’à une activation tardive de NF κB 

et des MAPKs (Kagan et al., 2008; Rowe et al., 2006; Tanimura et al., 2008).  

Ainsi TLR4 active la voix MyD88 avant la voie TRIF. L’activation de ces deux voies est 

nécessaire à la production de cytokines par TLR4 à la différence des autres TLRs dont 

l’activation d’une des voies suffit à la production de cytokine. 
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 1.4.2 : Rôle de Btk dans la voie des TLRs 

 

  La mise en évidence du rôle de Btk dans la réponse aux TLRs est de découverte récente. 

Compte tenu du caractère ubiquitaire des récepteurs TLR à la fois au niveau des cellules 

immunitaires acquises et innées, le rôle de Btk dans cette régulation ne se limite non pas 

seulement aux lymphocytes B mais s’étend également aux monocytes, polynucléaires et 

macrophages. Une étude publiée en 2003 (Horwood et al., 2003) a montré que les cellules 

mononuclées (monocytes et macrophages) de patients atteints de XLA avaient une expression 

in vitro de TNF-α diminuée en réponse au lipopolysaccharide (LPS),  ligand de TLR4. La 

surexpression de Btk, après transfection d’un vecteur viral contenant la partie codante du gène 

de Btk dans ces cellules, permettait  l’augmentation de production de TNF-α en réponse au 

LPS. Cette étude a également démontré que Btk permettait la stabilisation de l’ARN messager 

du TNF-α en empêchant sa dégradation par un mécanisme jusqu’alors inconnu. 

 

   Il a été montré initialement que Btk interagit au niveau de la voie MyD88 en réponse aux 

TLR ; l’inhibition de Btk dans des cellules mononuclées THP-1 est corrélée à la diminution 

de l’activité de NF-κB en réponse au LPS via TLR4 (Jefferies et al., 2003). Btk permet la 

phosphorylation de la protéine adaptatrice Mal (ou TIRAP) expliquant le mécanisme d’action 

de Btk dans cette voie MyD88 (Gray et al., 2006). Mal phosphorylée pourra interagir avec 

MyD88, l’activer et entrainer la cascade enzymatique amenant à l’activation de NF-κB. Cette 

interaction Btk/Mal joue un rôle particulièrement important  dans la réponse TLR4 et TLR2 

notamment dans le contrôle de production des cytokines proinflammatoires comme le TNF-α 

et l’IL-1 mais pas dans l’expression de cytokines telle que l’IL6, IL8 et IL10 (Horwood et al., 

2006). Ce couple Btk/Mal aurait également un rôle dans le contrôle de la libération de réactifs 

hyperoxygénés et la survie cellulaire ; l’absence de Btk dans les polynucléaires neutrophiles 

des patients atteints de XLA permettrait à la protéine Mal d’interagir avec d’autres protéines 

kinases dont PI(3)K et d’augmenter la production de ROS via le complexe NADPH oxydase 

(Honda et al., 2012).  

 

   Par ailleurs, en plus de son rôle sur la voie MyD88 via la phosphorylation de Mal, Btk 

intervient également dans la voie TRIFF dépendante. En effet, les macrophages déficients en 

Btk sécrètent significativement moins d’IFN-γ en réponse au virus de la dengue ou au 

poly(I :C) ligands respectifs du TLR3. Btk permet la phosphorylation d’un résidu Tyr759 sur 

la partie cytoplasmique du TLR3, indispensable à l’interaction de TRIFF avec TBK1 ; ceci 
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amenant à la translocation nucléaire d’IRF3 et à la synthèse d’IFN (Lee et al., 2012). Ce 

mécanisme de contrôle de Btk sur TLR3 via TRIFF/TBK1 serait également nécessaire dans la 

réponse antivirale médiée par les cellules NK (Bao et al., 2012). 

 

Enfin, cette interaction dans la voie des TLRs entre Btk, MyD88 et TRIFF serait amplifiée par 

la présence de molécule HLA de classe 2 (MCH2) et CD40.  Les souris H2-, déficientes en 

MCH2, ont une réponse à la voie TLR3, 4 et 9 diminuée. Il a été démontré que l’association 

de MCH2 avec le CD 40  au niveau de l’endosome induisait la phosphorylation et l’activation 

de Btk et son action sur TRIFF et MyD88. En plus de leur actions respectives sur NF-κB et 

IRF-3, TRIFF et MyD88 vont inhiber l’ubiquitination des MCH2 par MARCH-1, empêchant 

sa dégradation par le réticulum endoplasmique et contribuant à la pérennisation de cette 

réponse aux TLRs (Liu et al., 2011 ; Ni Gabhann et al., 2011) (Figure 11). En effet, le rôle de 

cette protéine MARCH-1 dans la régulation des molécules CMH2 a été initialement démontré 

dans les cellules dendritiques. Il s’agit d’une ligase RING-CH ubiquitin E3 qui entraîne 

l’ubiquitination de la chaîne β de la molécule HLA-DR, son adressage dans le réticulum 

endoplasmique puis sa dégradation (Gassart et al., 2008). L’activation des voies TLRs de ces 

cellules dendritiques en réponse à différents PAMPs bactériens entraine une diminution de 

l’expression de cette protéine MARCH-1 via la voie MyD88 et l’augmentation de 

l’expression de HLA DR (Walseng et al., 2010). 
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Figure 11 : Schéma représentant le rôle de la protéine Btk dans le contrôle des voies MyD88 

et TRIFF en réponse aux TLR3 et TLR4 ainsi que son interaction avec les molécules HLA2 et 

CD40 (Ni Gabhann et al., 2011). 

 

Avec son rôle dans la réponse aux TLR2, TLR3 et TLR4, plusieurs études ont également 

montré l’importance de Btk dans la réponse au TLR8 (Sochorova et al., 2007 ; Doyle et al., 

2007) et TLR9 (Hasan et al., 2008). 

 

1.5   Autres rôles de Btk  

 

 En plus de son rôle central dans le contrôle des voies de signalisation du BCR et des 

TLRs, Btk intervient également dans d’autres systèmes de régulation.  

 Tout d’abord, il a été montré que Btk intervenait dans la voie de signalisation du 

récepteur FcγR des cellules myéloïdes dont notamment les polynucléaires neutrophiles et les 

macrophages : les macrophages de patients atteints d’XLA ont une expression de cytokines 

pro-inflammatoires diminuées en réponse aux immunoglobulines (Jongstra-Bilen et al., 

2008). Dans le développement et la maturation de la lignée granuleuse, Btk interagit avec la 

voie de signalisation en réponse au GM-CSF (Fiedler et al., 2011).  

 Dans le mastocyte, Btk intervient à 2 niveaux. Il régule tout d’abord la voie du 

récepteur FcεRI en réponse à son ligand IgE ; la dégranulation des mastocytes de souris 

déficientes pour Btk est nettement diminuée en réponse aux IgE (Iyer et al., 2011).           
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Ceci serait lié à la diminution de l’activation du facteur de transcription NFAT par l’absence 

de Btk. Btk régule également la prolifération mastocytaire par interaction avec le récepteur c-

Kit. Dans la mastocytose systémique, ce récepteur c-kit est activé de manière 

constitutionnelle et l’absence de Btk régule négativement cette voie de signalisation 

(Gleixner et al., 2011). 

 Enfin, Btk interviendrait dans la régulation de la différenciation des ostéoclastes. Une 

étude publié en 2008 (Shinohara et al., 2008) a montré que l’absence de Btk entrainerait un 

défaut d’absorption osseuse et une ostéopétrose chez la souris déficiente pour Btk et Tec. En 

effet, l’activation du récepteur RANK situé à la surface cellulaire de l’ostéoclaste entraine le 

recrutement et l’activation de Btk par phosphorylation permettant la synthèse de protéines de 

différenciation via l’activation de NFAT (figure 12). 

 

Figure 12 : Schéma montrant l’implication de Btk dans le contrôle de la différenciation 

ostéoclastique via la voie de signalisation du récepteur RANK (Shinohara et al., 2008). 
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2. Polyarthrite rhumatoïde et TNF-α 

 

 La polyarthrite rhumatoïde (PR) est un des modèles de maladies inflammatoires dont 

le rôle du TNF-α est le plus prépondérant. L’efficacité spectaculaire des agents anti-TNF-α 

dans le traitement des patients atteints de PR  montre bien la place centrale de cette cytokine 

dans le processus physiopathologique de cette maladie. Compte tenu de son rôle dans le 

contrôle de l’expression de cytokines inflammatoires comme le TNF-α, Btk semble donc 

avoir une place dans ce modèle de pathologie. 

 

2.1 Présentation de la  polyarthrite rhumatoïde 

 

 2.1.1 Généralités : 

  

 La polyarthrite rhumatoïde (PR) est considérée comme le plus fréquent des 

rhumatismes inflammatoires (1% de la population mondiale). Elle se caractérise par une 

atteinte inflammatoire des synoviales articulaires et tendineuses, prédominante aux mains, aux 

pieds et aux genoux. Elle se définit comme un rhumatisme inflammatoire polyarticulaire, 

évoluant de façon chronique par poussées, pouvant entrainer des déformations et destructions 

articulaires. Elle peut être considérée comme une maladie systémique pouvant entrainer des 

manifestations extra-articulaires. Elle touche plus fréquemment les femmes (Sex ratio= 1:3) et 

débute le plus souvent entre 30 et 50 ans. 

La PR peut débuter de façon insidieuse, progressive ou aigue. Les manifestations initiales sont 

le plus souvent des polyarthrites (au moins 4 articulation atteintes) symétriques, touchant les 

articulations des poignets, les doigts (métacarpophalangiennes (MCP), interphalangiennes 

proximales (IPP)) et des avant-pieds (métatarsophalangiennes (MTP)). L’inflammation 

articulaire se caractérise par un gonflement et une chaleur en regard des articulations atteintes. 

Elle s’accompagne d’une douleur d’horaire inflammatoire, prédominante en fin de nuit et en 

début de journée, accompagnée d’une raideur articulaire matinale prolongée appelée  

dérouillage matinal. 
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Au cours de l’évolution de la pathologie, qui se fait de façon progressive sur plusieurs années, 

le nombre d’articulations touchées augmente s’accompagnant d’une destruction du cartilage, 

de l’os et des structures périarticulaires (capsule, tendons). Ceci conduira aux déformations 

caractéristiques de la PR, très invalidantes. La maladie évolue par poussées inflammatoires, 

plus ou moins rapprochées selon les patients 

 

 2.1.2 Terrains (figure 13) 

 

 Plusieurs facteurs ont été incriminés dans l’étiopathogénie de la PR : facteurs 

génétiques, environnementaux, hormonaux et psychologiques contribuant à la réponse 

immunitaire innée et acquise. 

La réaction auto-immune, qui se manifeste par la présence de  facteurs rhumatoïdes et surtout 

d’anticorps antipeptides citrullines (anti-CCP), précède parfois de plusieurs années 

l’apparition des manifestations cliniques. On parle alors de phase pré-articulaire. Les 

mécanismes impliqués dans cette rupture de la tolérance immune des lymphocytes B (LB) et 

des lymphocytes T (LT) ne sont pas identifiés. Ils résultent probablement d’anomalies de la 

sélection thymique ou de la tolérance périphérique.  

Des facteurs environnementaux, tels les microorganismes, le stress et surtout le tabac associés 

à des facteurs génétiques ont été identifiés comme élément déclencheur mais également 

pronostic sur la gravité de la maladie.  Parmi les facteurs génétiques, des loci de susceptibilité 

ont été identifiés. Les antigènes HLA ont été les premiers facteurs de susceptibilité décrits 

dans la PR comme l’association avec des allèles HLADRB1(0405) et DRB1 (0404). 

D’autres loci incluant les gènes codant la protéine tyrosine phosphatase non réceptrice type 22 

(PTPN22), la peptidyl arginase deiminase de type IV (PADI4), Notch4, la tenascine XB 

(Tamiya et al., 2005), CTLA-4, les récepteurs du fragment Fc des IgG (RFcγ), de nombreuses 

cytokines (TNF-α, IL-1, IL-10, IL-21) ou leurs récepteurs, ont été également associés à des 

degrés divers au déclenchement et a la sévérité de la maladie. 
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 Figure 13 : Schéma représentatif du rôle du terrain environnemental et génétique dans 

le déclenchement des différentes phases de la PR (McInnes et al., 2007)   

 

 2.1.3 Physiopathologie  

  

 Sur ce terrain particulier, certains facteurs vont alors initier la réponse au niveau 

articulaire et déclencher la phase clinique de la maladie. Des facteurs microbiens pourraient 

jouer un rôle important. La cavité synoviale va alors être le siège d’une réaction 

inflammatoire excessive qui touche plus particulièrement la membrane synoviale. 

La membrane synoviale est constituée de macrophages (synoviocytes de type A) et de 

fibroblastes (fibroblast-like synoviocyte (FLS) ou synoviocytes de type B) est habituellement 

pauci cellulaire avec une couche bordante (intimale) composée de 1 a 2 couches de cellules. 

Au cours de la PR, elle devient hyperplasique : la couche bordante s’épaissit pour comprendre 

4 à 10 couches de cellules, parfois même plus de 20.  

La membrane synoviale rhumatoïde est le siège d’une inflammation chronique caractérisée 

par une infiltration cellulaire où prédominent les macrophages, les LB et les LT. On trouve 

également des cellules dendritiques (CD), des mastocytes et des plasmocytes (pannus 

rhumatoïde). Dans la moitié des cas, les LT, les LB, les macrophages et les CD sont présents 
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en infiltrats diffus sans structure spécifique (Takemura et al., 2001). Dans l’autre moitié, les 

LT et LB infiltres peuvent s’organiser en microstructures de deux types qui s’excluent 

mutuellement :  

- en follicules secondaires avec un centre germinatif caractérisé par une prolifération 

cellulaire avec présence d’un réseau de CD folliculaires (CDF) en agrégats de LT et 

LB sans centre germinatif et sans CDF.  

Dans les deux cas, on observe la présence de plasmocytes qui s’accumulent sous la couche 

bordante. 

Actuellement, la pathogénie de la PR au niveau articulaire comporte  3 phases, qui ne sont pas 

mutuellement exclusives : la phase d’initiation, la phase chronique et la phase de destruction 

(Figure 14). 

 a) La phase d’initiation : dans ce contexte de prédisposition génétique, l’initiation de 

la PR a été longtemps considérée comme résultant d’une immunisation contre un auto-

antigène spécifique qui en réalité n’a jamais été identifie. Il est probable que cette initiation 

dépende essentiellement d’une activation locale de la membrane synoviale par les cellules de 

l’immunité innée qui résident dans l’articulation telles les CD, les macrophages et les FLS 

(Zvaifler et al, 2006).  

Cette activation pourrait être la conséquence de la présence d’agents microbiens ubiquistes 

responsables de bactériémies intra-articulaires. Ces germes peuvent libérer des PAMPs qui 

vont alors activer ces cellules de l’immunité innée via les TLRs. Par ailleurs, la réaction 

inflammatoire résultant de cette activation va entrainer la libération de DAMPs ou damage-

associated molecular patterns et entretenir ce mécanisme. 

 b) La pérennisation de la synovite rhumatoïde : c’est la conséquence de la migration 

des LT et LB au niveau de la membrane synoviale entretenant cette réaction immunitaire intra 

articulaire (Firestein et al, 2003). Si on a longtemps attribue aux LT un rôle central dans 

l’étiopathologie de la phase chronique de la PR, il semble qu’aujourd’hui un rôle 

prépondérant puisse être attribué aux LB a l’origine de la synthèse de nombreux auto-

anticorps dont certains sont spécifiques de la PR, comme les anti-peptides citrullinés. Les LB 

peuvent aussi agir comme des cellules présentatrices d’antigène aux LT. 

 c) La phase de destruction : différents systèmes sont impliqués dans ce phénomène 

dont le système RANK/RANK-ligand entrainant la libération de nombreuses métalloprotéases 

détruisant le cartilage et la matrice osseuse. 
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La phase de destruction est essentiellement médiée par les ostéoclastes et des effecteurs, tels 

des protéases libérés par les FLS et les macrophages, permettant l’acquisition par ces 

ostéoclastes d’un phénotype agressif. 

 

 

 

 

 

 Figure 14: Schéma représentant les 3 phases physiopathologiques de la PR (Firestein 

et al., 2003). 

 

 

2.2 Principaux acteurs cellulaires de la PR 

 

 Plusieurs cellules interviennent dans la réaction inflammatoire de la PR. Il s’agit 

principalement des cellules résidentes de la membrane synoviale, les FLS qui ne sont pas des 

acteurs classiques de la réponse inflammatoire et auto-immune. En effet, activés de façon 

intrinsèque ou extrinsèque par l’environnement rhumatoïde, ils jouent un rôle essentiel dans la 

pathogénie de la PR. D’autres cellules, dont notamment les macrophages, jouent également un 

rôle clé dans cette physiopathologie. 
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 2.2.1 Les fibroblast-like synoviocytes ou FLS ou synoviocytes de type B 

  

 Ces cellules se définissent comme dérivant de précurseurs mésenchymateux qui sont 

ensuite renouvelés par divisions au sein de la membrane synoviale. La fonction essentielle de 

ces cellules est d’approvisionner la cavité synoviale en protéines nutritives et lubrifiantes tel 

l’acide hyaluronique.  

La membrane synoviale humaine normale comporte des FLS de deux phénotypes, les FLS de 

la couche bordante (intimaux) et les FLS de la couche plus profonde (sub-intimaux). 

Les FLS de PR possèdent des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles les 

distinguant des FLS de patients atteints d’arthrose et des FLS de personnes saines. Ces 

cellules acquièrent un phénotype agressif,  résultante des interactions entre les récepteurs 

TLRs et les PAMPs ou les DAMPs. Les cytokines présentes au niveau synovial ainsi que les 

contacts cellules/cellules vont également participer a l’activation des FLS. 

 

 Les FLS sont présents aux trois phases de la maladie et plusieurs travaux ont démontré 

le rôle prépondérant joué par ces FLS dans les différentes phases de la maladie :  

  

 - ils sont tout d’abord responsables de l’hyperplasie synoviale ce qui est un 

phénomène unique dans une maladie auto-immune. En effet, dans la plupart de ces maladies, 

la cellule résidente est une cible qui sera détruite alors que dans la PR les FLS prolifèrent.  

Ils présentent deux particularités : ils prolifèrent et meurent peu. Leur capacité de survie 

anormale s’explique par un défaut d’apoptose lié à une sécrétion anormale de molécules anti-

apoptotiques (Bcl-2, FLICE-inhibitoryprotein, SUMO-1 ou sentrin) et/ou des anomalies des 

gènes régulateurs de l’apoptose dont PTEN et P53.  

PTEN est une phosphatase capable d’inhiber la voie anti-apoptotique contrôlée par la PI(3) 

kinase et Akt (Waite et al., 2002). Elle n’est exprimée que dans 40% des FLS rhumatoïdes in 

vitro et n’est pas exprimée dans les FLS rhumatoïdes envahissant le cartilage dans le modèle 

de la souris SCID. La voie de la PI3 kinase et Akt semble jouer un rôle important dans la 

survie des FLS et il a été montré que Akt est fortement exprimée par les FLS rhumatoïdes, et 

que le TNF-α augmente l’activité kinase de Akt (Zhang et al., 2001) 
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Enfin l’absence ou une altération de la fonction de p53 et de son effecteur pro-apoptotique, le 

p53-upregulated modulator of apoptosis, PUMA ont été observées chez des patients atteints 

de PR (Cha et al., 2006).  

 

 - Ils produisent également des facteurs pro-angiogéniques comme l’EGF, le FGF, le 

PDGF, le VEGF, l’angiogènine, l’angiopoïétine-1. 

 

 - ils collaborent avec les LT et les LB notamment par la sécrétion de cytokines comme 

BAFF 

 

  - ils ont un rôle clé dans la destruction ostéo-articulaire car ils sont capables de se 

fixer sur le cartilage par l’intermédiaire de molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, CD44), 

d’intégrines et par l’ostéopontine et de libérer de grandes quantités de métalloprotéases (MMP 

1, 2, 3, 8, 9, 10, 13) et de cathepsines. Les FLS participent aussi à la différenciation et à 

l’activation des ostéoclastes par la voie RANK - RANK-ligand, et par la libération de PGE-2 

et d’IL-6 (Tolboom et al., 2002 ; Harashima et al., 2004). 

 

 - Enfin, ils exercent, à l’instar des autres cellules innées ou adaptatives, une activité 

pro-inflammatoire, essentiellement par la synthèse de cytokines telles l’IL-6, l’IL-7, l’IL-15, 

par la sécrétion de chémokines (CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1, GRO-α), de prostanoïdes et de 

NO (Harada et al., 1999 ; Hirth et al., 2002). 

Par contre, les FLS ne sécrètent pas ou en quantité très faible du TNF- , de l’IL-1 ou de l’IL-

18 qui sont des cytokines majeures produites au cours de la PR. Des travaux antérieurs 

avaient permis de montrer que différents PAMPs activateur des TLR (comme le LPS) et de la 

voie des intégrines (comme protéine I/II d’origine streptococcique) sont capable d’induire la 

synthèse de l’ARNm de certaines de ces cytokines par des les FLS rhumatoïdes (Neff et al., 

2001 et 2003). Cependant ces cellules sont incapables de produire de TNF-  ou d’IL-18 

mature quelque soit le stimulus (Zeisel et al., 2004 et 2005). Il ne s’agit pas d’un défaut de 

sécrétion ni de maturation mais un phénomène d’instabilité de l’ARN messager 
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 2.2.2 Les cellules de l’immunité  innée 

 

 Plusieurs variétés de cellules effectrices de l’immunité innée sont présentes dans la 

membrane synoviale dont notamment les macrophages et les mastocytes alors que les 

polynucléaires neutrophiles résident principalement dans le liquide synoviale.  

 Les macrophages sont les principales cellules effectrices dans la membrane synoviale. 

Leur croissance est stimulée par la présence importante dans la membrane synoviale de 

facteurs de croissance granulocytaire et macrophagique comme le GM-CSF provenant 

directement de la moelle osseuse (Cornish et al. 2009). Par ailleurs, il a été démontré que 

l’efficacité des traitements dans la PR est directement corrélée à la réduction de l’infiltration 

macrophagique de la synoviale (Haringmann et al., 2005). Le phénotype macrophagique 

prédominant dans la synoviale est celui de type M1 ; en effet ces macrophages sécrètent 

principalement des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, IL-1, -6, -12, -15, -18 et -

23 ainsi que des dérivés hyper oxygénés et nitriques comme le NO (McInnes et al., 2011).  

Leur activation dépende essentiellement du système des récepteurs TLRs (TLR4, 3, 2, 6 et 8) 

et NLR présents à leur surface ou au niveau cytoplasmique. D’autres systèmes secondaires 

d’activation vont également intervenir comme celui des cytokines, des interactions cellules-

cellules, des particules lipoprotéiques et des protéases telles PAR-2 (protease-activated 

receptor2) (Liew et al., 2002). 

 Le mastocyte a également un rôle prépondérant dans cette physiopathologie. Des 

travaux chez la souris ont montré que dans un modèle d’arthrite induit par le collagène, les 

souris déficientes pour les mastocytes ne développent pas d’arthrite. Par la synthèse de TNF-α 

et d’IL-6, les mastocytes activeraient les macrophages entrainant la synthèse de nouvelles 

cytokines pro-inflammatoires. D’autre part, la sécrétion de tryptase et de complexes tryptase-

héparine par les mastocytes permettrait l’activation des FLS par l’intermédiaire des récepteurs 

PAR-2. Cette activation entrainerait la sécrétion de nombreux facteurs chimiotactiques 

recrutant des polynucléaires neutrophiles et participerait à l’inhibition de la voie de l‘apoptose 

médiée par Fas/FasL, contribuant à l’hyperplasie synoviale. Les mastocytes seraient la 

principale source de production d’IL-17 et d’autres cytokines intervenant dans le phénotype 

TH17 des lymphocytes T. Enfin, le récepteur FcεRI présent sur les mastocytes aurait une 

affinité très élevée au couple IgE/Ag anti-CCP ; les patients atteints d’une PR avec Ac anti-

CCP positif présenteraient des mastocytes plus actifs que ceux avec une PR sans Ac anti-CCP 
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 2.2.3 Les cellules de l’immunité adaptative 

 

 L’efficacité de certains traitements dans la PR ciblant spécifiquement soit le 

lymphocyte T soit le lymphocyte B montre bien l’importance du rôle des ces cellules. 

Pour le lymphocyte T, il s’agit de l’efficacité du traitement par agent agoniste du CTLA-4 

(Abatacept) qui majore l’inhibition de la coopération entre cellules présentatrices d’antigène 

et lymphocyte T, diminuant l’activation de celui ci. En effet, le lymphocyte T intervient à 

plusieurs niveaux : au niveau de la réponse TH1 en régulant l’activation macrophagique, au 

niveau de la réponse TH17 en synthétisant les interleukines de la famille IL-17 mais 

également le TNF-α, et au niveau de la réponse T régulatrice. La co-sécrétion d’IL-17 et de 

TNF-α permet notamment l’activation des FLS et l’inhibition des lymphocytes T régulateurs 

(Genovese et al., 2012).  

Pour le lymphocyte B,  il s’agit de l’efficacité du Rituximab, un anticorps anti-CD20 ciblant 

les lymphocytes B. L’activation des lymphocytes B est en partie médiée par la synthèse de 

d’APRIL et BLyS notamment par les FLS. Il intervient dans la synthèse des auto-anticorps, 

des cytokines pro-inflammatoires et dans la coopération avec les lymphocytes T en tant que 

cellules présentatrice d’antigène.  

 

 La complexité de la physiopathologie de la PR réside dans cette coopération entre ces 

différents cellulaires : le lymphocyte B, le lymphocyte T, les cellules de l’immunité innée 

comme le macrophage et le mastocyte, et le FLS (Figure 15). 

 

 

2.3 Rôle prépondérant du TNF-α dans la PR 

 

 La production cytokinique par les cellules présentes dans la membrane synoviale joue 

un rôle central dans la pathogénie de la PR. Certaines d’entre elles vont voir leur profil 

d’expression évoluer en fonction du stade de la PR comme les interleukines 4, 13 et 15 (Raza 

al, 2005). D’autres cytokines vont avoir une expression directement corrélée à l’intensité de la 

réponse inflammatoire, comme l’IL-6 et surtout le TNF-α. L’efficacité spectaculaire des 

agents bloquants le TNF-α dans le traitement de la PR montre bien la place majeure de cette 

cytokine. 
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 Figure 15 : Schéma représentant les différents acteurs cellulaires dans la 

physiopathologie de la PR ainsi que leur rôle respectif dans la pérennisation de la réponse 

inflammatoire (McInnes et al., 2011) 

  

 

 2.3.1 Le TNF-α : son expression et son rôle  

 

 Le TNF-α fait partie de la super famille du TNF comportant une vingtaine de 

cytokines dont les principales comportent des similitudes structurelles et fonctionnelles entre 

elles. Il s’agit, avec le TNF-α, des lymphotoxines α et ß, les ligands de CD40, de CD27, de 

CD30, de Fas, de 4-1BB et d’OX40 ainsi que le TNF-related apoptosis inducing ligand ou 

TRAIL.  
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Toutes ces molécules forment des homo ou hétéro trimères qui seront reconnus par leurs 

récepteurs spécifiques. Ils interviennent de manière plus ou moins spécifique dans 

l’inflammation, la prolifération et l’apoptose cellulaire (McInnes et al, 2007).  

  

 Le gène du TNF-α est situé sur le chromosome 6 au niveau de la région 6p21.3 et 

comporte 4 exons. Son ARNm est composé de 1669 paires de bases et possède une séquence 

AU rich-element ou ARE dans sa région 3’UTR.  

Au niveau protéique, le TNF-α est d’abord synthétisé sous forme d’une protéine primaire 

transmembranaire 216 acides aminées, stable sous une forme trimérisée de 51 kD. Ce TNF-α 

primaire sera clivé par une métalloprotéase ADAM17 ou TACE (TNF-α Converting Enzyme) 

en une forme soluble de 17 kD, le TNF-α mature. Les deux formes de TNF-α, membranaires 

et solubles, possèdent une activité biologique.  

Plusieurs niveaux de régulation de la synthèse du TNF-α ont été identifiés, que ce soit au 

niveau de la transcription ou au niveau extracellulaire par la production de formes solubles du 

récepteur. Au niveau de la régulation post-transcriptionnelle, des protéines RBP formant un 

complexe mRNP en 3’ UTR ont été identifiés. La protéine en doigt de Zinc TTP ou 

Tristetraprolin (Carballo et al., 1998 ; Fairhurst et al., 2003 ; Brooks et al., 2004) semble être 

fortement impliquée dans la destruction de l’ARNm du TNF-α. Par ailleurs, d’autres travaux 

(Tili et al, 2007) ont montré l’importance de miR-125b dans la régulation du TNF-α de 

cellules telles les macrophages ou certaines cellules cancéreuses ; la sous-expression du miR-

125b en réponse au LPS semble être corrélée à la surexpression de TNF-α dans ces cellules.  

 

 Le TNF-α pourra être reconnu et interagir avec 2 récepteurs, le TNF récepteur de   

type 1 (TNF-R1) et de type 2 (TNF-R2). Le TNF-R1 est exprimé de manière ubiquitaire par 

les cellules et peut être activé par l’intermédiaire de la forme soluble et membranaire du   

TNF-α. Le TNF-R2, quant à lui, n’est exprimé que par les cellules immunitaires et ne sera 

activé que par la forme membranaire. La fixation du trimère de TNF-α, soluble ou 

membranaire, sur son récepteur va permettre un changement conformationnel de celui-ci, 

libérant la protéine cytoplasmique inhibitrice SODD et entrainant le recrutement de la 

protéine activatrice TRADD.  
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L’interaction entre TRADD et le TNF-R par l’intermédiaire de son domaine de mort (ou 

death domain) pourra entrainer l’activation de trois voies de signalisation (figure 16) :   

 

- la voie NF-κB : TRADD va recruter les protéines RIP et TRAF2. TRAF2 va interagir 

avec la protéine kinase Iκκ et RIP va l’activer. L’activation d’Iκκ va permettre la 

levée d’inhibition d’IκBα sur NF-κB et entrainer notamment la transcription de 

cytokines pro-inflammatoires. 

- la voie des MAPK : parmi les 3 principales cascades enzymatiques des MAPK, le 

TNF-α aura une action principalement sur la voie JNK et dans une moindre mesure 

sur la voie p38MAPK et ERK. Le complexe RIP/TRAF2 va permettre le recrutement 

de la protéine ASK1 et sa phosphorylation, elle-même phosphorylant la protéine 

MKK4 et 7, entrainant l’activation de JNK1 et 2. Ceci aura comme conséquence 

principalement de réguler la transcription de gènes anti-apoptotique et prolifératif. 

- La voie de mort cellulaire ou apoptose : bien que le rôle du TNF-α dans le contrôle 

de l’apoptose soit mineur comparé à celui de TRAIL ou de Fas, l’activation du   

TNF-R va permettre le recrutement de la protéine FADD transformant la pro-caspase 

8 en caspase 8 activée. Cette protéine va pouvoir activer la caspase 3 mais également 

la protéine Bid régulant l’apoptose mitochondriale.  

 

 

 Figure 16 : Schéma représentatif du rôle du TNF-α dans le contrôle de certaines voies 

de signalisation intracellulaire (Liedkte et al, 2011). 
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 2.3.2 Le TNF-α dans la PR 

 

 Le  TNF-α a une place primordiale dans la pathogénie de la PR (Feldmann et al, 1996) 

(Figure 17). En effet, dans la majorité des biopsies synoviales faites chez les patients atteints 

de PR, le TNF-α est présent en quantité importante. D’autre part, les souris déficientes pour le 

TNF-α ne développent pas d’arthrite érosive dans les modèles d’arthrite induit au collagène 

alors que la surexpression de TNF-α chez ces mêmes souris induit une arthrite érosive très 

précoce (Keffer et al., 1991).  

 

 

 

 

 Figure 17 : Schéma physiopathologique représentant le rôle des cytokines dans la PR 

et notamment la place centrale du TNF-α (McInnes et al, 2007) 

 

  

 Chez les patients traités par  anti-TNF-α, on observe une diminution importante de 

l’IL-6 et d’autres protéines inflammatoires, une inhibition du recrutement des leucocytes, une 

diminution de l’activation des cellules endothéliale et la restauration de l’activité des 

lymphocytes T régulateurs (Ehrenstein et al., 2004).  
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 2.4 Btk, TNF-α  et PR 

 

 Compte tenu du rôle majeur de Btk dans les voies de signalisation des principales 

cellules impliquées dans la PR telles que le lymphocyte B, le mastocyte, le PNN et le 

macrophage, son importance dans ce processus physiopathologique paraît évident. Effet, 

plusieurs études ont montré que l’inhibition de Btk permettait une diminution de l’expression 

de protéines inflammatoires dans des modèles murins d’arthrite. Di Paolo et al. (2011) ont 

utilisé un inhibiteur spécifique et réversible de Btk, le CGI1746, dans un modèle murin 

d’arthrite induit par le collagène. Il a été montré une inhibition de prolifération des 

lymphocytes B avec une diminution de production d’auto anticorps ainsi que la diminution de 

synthèse de cytokines comme le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6 dans les macrophages par abolition 

de la réponse au récepteur FcγR. Chang B. et al. (2011) ont confirmé ces résultats avec un 

autre inhibiteur spécifique mais irréversible, le PCI-32765, dans le même modèle murin. Ils 

ont montré que l’efficacité de cet inhibiteur reposait d’avantage sur son rôle d’inhibition de 

Btk dans les macrophages et les mastocytes que sur son rôle au niveau du lymphocyte B      

(Figure 18).  

 

 

  

 Figure 18 : Schéma montrant l’importance de Btk et de son inhibition par le PCI-

32765 dans les processus physiopathologiques de la PR (Chang B. et al., 2011). 
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 Cependant, le rôle de Btk dans le contrôle de la réponse inflammatoire de la PR via la 

voie des TLRs est encore inconnu. Horwood et al. (2003 et 2006) ont montré que Btk contrôle 

la production de TNF-α dans les macrophages par l’intermédiaire de Mal en réponse au TLR4 

et au LPS. Par contre, ce contrôle ne s’expliquerait pas seulement par la modulation de 

l’expression de NF-κB. Btk interviendrait également au niveau de la stabilité de l’ARNm du 

TNF-α par un mécanisme jusqu’alors inconnu. Nous nous sommes donc intéressés aux 

différents mécanismes de régulation post-transcriptionnelle pouvant intervenir dans ce 

contrôle dont notamment les microRNAs et les protéines RBP.  
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3. Mécanismes de régulation post-transcriptionnelle par 

dégradation de l’ARN messager 

 

 La dégradation d’un ARNm est un mécanisme qui permet à toute cellule d’exercer un 

contrôle au niveau post-transcriptionnel (Mata et al., 2005). Médiée par la présence de 

nucléases, la régulation de cette dégradation va faire intervenir certains complexes comportant 

soit des protéines, soit des ARN non codants. La stabilité des ARNm dépendra de ces 

complexes. Les micro-RNA ainsi que les protéines RBP jouent un rôle particulièrement 

important dans ce phénomène. 

   

   3.1 Stabilité et dégradation de l’ARNm  : 

 

 Un ARNm possède des structures qui régulent sa stabilité notamment la coiffe en 5’ et 

la queue poly (A) en 3’ Ces deux éléments protègent les transcrits des exonucléases et initient 

la traduction en interagissant avec les protéines eIF4E et poly (A)-binding protein (PABP).  

La dégradation d’un ARNm nécessite l’élimination de l’un de ces deux déterminants 

stabilisants afin de rendre possible une attaque exonucléolytique. Chez les eucaryotes, la 

dégradation est essentiellement initiée par élimination de la queue poly (A) en 3’. L’extrémité 

3’ non protégée est ensuite fragmentée par un complexe d’exonucléases ou exosome. Le 

clivage de la queue poly (A) peut aussi être suivi d’un enlèvement de la coiffe («decapping») 

qui permet dès lors une dégradation de 5’ en 3’ de l’ARNm par l’exoribonucléase XRN1. 

Pour certains ARNm, la dégradation est initiée par une élimination de la coiffe qui est 

indépendante de la désadénylation, tandis que pour d’autres ARNm le clivage est assuré par 

des endonucléases (PMR1, IRE1 par exemple). Ce clivage est suivi de l’élimination des 

fragments par des exonucléases. Ceci constitue probablement la voie de dégradation la plus 

efficace. (Garneau et al., 2007) (figure19). 
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 Figure 19 : Schéma représentant les différents mécanismes de dégradation de l’ARNm 

par les nucléases (Garneau et al, 2007).  

 

Il existe des facteurs stabilisants ou déstabilisants l’ARNm : 

 - les mRNP (messenger ribonucleoprotein), qui sont des complexes constitués 

d’ARNm et de protéines RBP (RNA-binding proteins), qui sont étroitement liés (Jing et al., 

2005). 

 - les petits ARN dits régulateurs (« small regulatory RNA ») comprenant les siRNA 

(small interfering RNA), les miARNs (microARN), les piRNA (Piwi-interacting RNA), les 

rasiRNA (repeat-associated siRNA) (Collins et al., 2006). 

 

 Des études par microarray ont révélé que 40 à 50% des modifications de l’expression 

de gènes transcrits suite à des stimuli cellulaires, seraient dus à des variations de la stabilité 

des ARNm correspondants.  
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   3.2 Les complexes mRNP 

 

 3.2.1 Généralités : 

 

 La modulation de la stabilité des ARNm est généralement induite par des altérations 

de la composition des mRNP qui soit favorisent soit défavorisent la dégradation de l’ARNm 

concerné.  

 Les structures reconnues par les protéines RBP et qui jouent un rôle dans la stabilité 

d’un ARNm, sont localisées essentiellement dans la région 3’UTR, plus rarement dans les 

régions 5’UTR et codantes (Garneau et al., 2007).  Parmi elles, les «AU-rich elements» 

(ARE) de la région 3’UTR, interagissent avec des protéines ARE binding. Ceci permet de 

réguler le transport, le taux de dégradation et l’efficacité de traduction d’un grand nombre 

d’ARNm à demi-vie limitée comme ceux des cytokines, des proto-oncogènes ou encore des 

facteurs de transcription. Ce sont les séquences les plus importantes agissant en cis sur la 

stabilité de l’ARNm. Plusieurs classes de séquences ARE sont connues : bien que parmi elles, 

il n’y ait pas deux séquences identiques, on considère que le pentamère AUUUA, plus ou 

moins souvent répété, est la base commune entre les différentes classes. Cependant, les 

régions flanquantes des ARE influencent grandement l’effet que peuvent avoir ces derniers. 

Ainsi dans le cas de l’ARNm du TNF-α, l’efficacité de la séquence ARE dans la région 

3’UTR de son ARNm peut être majorée par la présence d’un élément constitutif de 

dégradation CDE (constitutive decay element) placé en aval (Stoecklin et al., 2003). De 

même, des séquences adjacentes riches en UG modifient les fonctions des séquences ARE. 

 De nombreuses protéines se liant aux séquences ARE ont été identifiées : le « AU-rich 

binding factor-1 » (AUF1), la tristétraproline (TTP), la « KH splicing regulatory protein » 

(KSRP) ou encore la « RNA helicase associated with AU-rich element » (RHAU). Leur mode 

de fonctionnement n’a été déterminé que récemment: elles permettent le recrutement de 

molécules impliquées dans la dégradation de l’ARNm. Dans certains cas, la séquence ARE 

interagit directement avec l’exosome. Dans d’autres cas, AUF1, KSRP, RHAU et TTP 

peuvent interagir directement ou indirectement avec des éléments clés des différentes voies de 

dégradation. C’est ainsi que AUF1 interagit avec l’exosome tandis que KSRP et RHAU se 

lient à la « poly (A)-specific ribonuclease » (PARN) et à l’exosome, ce qui entraîne une 

dégradation accrue de l’ARNm cible. 
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 Les séquences ARE pouvant être aussi bien stabilisantes que déstabilisantes, le 

mécanisme d’action des protéines stabilisatrices qui se lient à l’ARNm n’est pas clairement 

défini. Elles pourraient tout simplement dévier l’ARNm des sites de dégradation ou bien 

entrer en compétition avec les facteurs déstabilisants. Elles pourraient aussi interagir 

directement ou indirectement avec la machinerie de dégradation pour l’empêcher de remplir 

son rôle. Le facteur stabilisant HuR par exemple, entre en compétition avec AUF1, KSRP et 

TTP (Wilkie et al., 2003). Le rôle de ces protéines RBP dans la synthèse de l’IL-2 par le 

lymphocyte T montre bien cette dualité entre stabilisation et dégradation : en fonction du type 

de stimulation (TCR +/- CD28), il y aura un recrutement de protéines soit stabilisatrice sur 

l’ARNm d’IL-2  telles TTP, AUF-1, soit déstabilisatrices telles YB-1 ou Nucleolin (Seko et 

al., 2006) (Figure 20). 

 

 

 

 Figure 20 : Schéma montrant l’exemple de l’action des complexe mRNP sur la 

stabilité de l’ARNm de l’IL-2 en fonction du stimuli (Seko et al., 2006). 

 

 

 3.2.2 Tristétraproline et TNF-α  

 

 La tristétraproline est une des protéines RBP les plus connues. Elle appartient à la 

famille des protéines à doigt de Zinc CCCH dont il existe 3 membres en plus de la TTP, 

ZFP36L1 et ZFP36L2 (Cao et al., 2004).  
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Ces protéines ont la particularité d’avoir en commun 2 domaines en doigt de Zinc disposés en 

tandem séparés par 18 acides nucléotides, d’être présent à la fois au niveau cytoplasmique et 

nucléaire, et d’être capable de se fixer au domaine ARE des ARNm.  

La TTP joue un rôle important dans la régulation de l’ARNm du TNF-α. Les souris 

déficientes pour la TTP développent un tableau associant auto immunité (anticorps anti 

nucléaires et anti-DNA natifs), arthrites érosives, atteintes glomérulaires et cachexie (Taylor 

et al., 1996) avec une concentration en TNF-α plasmatique majorée. Le traitement de ces 

souris déficientes pour TTP par des anticorps anti-TNF-α permet de leur rétablir un phénotype 

normal. Lai et al. (1999) ont montré l’interaction directe de la TTP avec la région ARE de 

l’ARNm du TNF-α, entrainant la déadenylation et la dégradation de cet ARNm. Ceci est 

particulièrement démontré dans les macrophages en réponse au LPS : les souris déficientes 

pour la TTP développent très rapidement un choc septique en réponse à de faible dose de LPS 

avec une synthèse excessive de TNF-α (Qiu et al., 2012). Par ailleurs, il s’avère que la TTP 

est présente en faible quantité dans les macrophages non stimulés. Par contre, après 

stimulation par le LPS, la TTP est très stable, contrastant avec la labilité des ARNm, et sa 

synthèse permet une régulation fine de l’expression du TNF-α. En effet, la quantité de 

protéine TTP est corrélé de manière inverse à la quantité de TNF-α après 2 h d’activation  par 

le LPS dans des cellules THP-1 (Fairhurst et al., 2003).  

La régulation de l’expression de la TTP est moins connue. Plusieurs hypothèses ont été 

proposées : l’autorégulation par la TTP elle-même de certains facteurs de transcription, la 

voie du récepteur au TNF-α, ou d’autres mécanismes non élucidés (Brooks et al., 2004).  

  

 

      3.3 Les microARNs ou miARNs 

 

 3.3.1 La biogénèse des miARNs 

 

 Les miARNs sont présents chez les eucaryotes de type animal et végétal. Ils sont 

codés par un grand nombre de gènes. Il s’agit de petits ARNs de 20 à 24 nucléotides régulant 

l’expression de gènes de façon post-transcriptionnelle. Actuellement, on a identifié près de 

1200 miARNs chez l’homme et plus de 1000 chez la souris. 3 % du génome correspondrait à 

des séquences attribuées aux miARNs selon les modèles informatiques (Berezikov et al., 

2005).  
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Un ARNm peut être régulé par plusieurs miARNs et un miARN peut théoriquement cibler 

une centaine de messagers.  Ainsi 30 à 90% du génome pourraient être régulés par des 

miARNs directement ou indirectement (Engels et al., 2006). 

Les miARNs sont principalement transcrits par l’ARN polymérase II avec les mêmes 

mécanisme de coiffe et de polyadénylation que ceux d’un ARNm classique (Han et al., 2006). 

Certains de ces miARNs sont produits de manière individuelle mais la majorité est issue 

d’unités de transcription codant pour plusieurs miRNA (Bartel et al, 2004). Plus de la moitié 

des gènes codant pour les miARN sont localisés dans des régions dépourvues de gènes 

(régions intergéniques) et sont sous le contrôle d’un promoteur propre. Plus rarement, dans 

environ 40 % des cas, les miARN sont situés au niveau de régions introniques et leur 

expression est alors liée à la maturation de l’ARNm du gène correspondant. Enfin, dans 

quelques cas, les miARN peuvent être transcrits à partir d’un transcrit primaire 

polycistronique. 

 Le transcrit primaire ou pri-miRNA borde la séquence du miARN en 5’ et en 3’. Un 

pri-miARN classique comporte une tige boucle d’une séquence double brin d’environ 33 

paires de base imparfaitement appariées, flanquées de segments d’ARN simple brin. Un seul 

pri-miARN peut contenir jusqu’à 6 précurseurs de miARNs.  

 

 Deux étapes de maturation permettent la genèse du miARN mature (Figure 21): 

 

 - génération d’un pré-miRNA par excision de la tige boucle dans le noyau. Pour la 

plupart des miARNs, il s’agit d’une RNAse de type III nucléaire, appelée Drosha chez 

l’animal, qui permet la génération de ce pré-miRNA. Drosha interagit avec une protéine à 

domaine de liaison a l’ARN, appelée DGCR8. Ce complexe interagit directement avec la tige 

boucle du pri-miRNA et les fragments simple brin bordant (Han et al., 2006). Les séquences 

bordant la tige boucle sont nécessaires car le clivage dépend de la distance de la jonction tige 

boucle-ARN simple brin, soit un tour d’hélice d’ARN de 11 paires de bases, qui représente la 

distance minimale nécessaire a l’activité catalytique d’une RNase III (Denli et al., 2004). 

Il ne s’agit pas du seul mécanisme connu de production de pré-miRNAs. Le mécanisme 

d’épissage des pri-miARNs peut amener à libérer des introns semblables aux structures des 

pré-miARNs (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Il s’agit de structures appelées 

mirtrons qui vont alors intégrer la biogenèse des miARNs, indépendamment du complexe 

Drosha et DGCR8 (Ruby et al., 2007). 
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 - génération de duplex de miARNs matures de 22 nucléotides par l’excision de la 

boucle terminale du pré-miARN. Cette étape nécessite tout d’abord l’exportation hors du 

noyau du pré-miARN en tête d’épingle (hairpin) par l’Exportine 5 et son cofacteur protéique 

RAN-GTP. Dans le cytoplasme, ce pré-miARN sera alors clivé par un complexe associant la 

protéine Dicer et TRBP ou Tar Binding Protein. Ces protéines TRBP et Dicer appartiennent à 

la famille des DRBP pour dsRNA binding protein.  

Ce complexe enzymatique cytoplasmique « Dicer-TRBP » va éliminer la structure en boucle 

et sépare les deux brins complémentaires de la partie tige. Le complexe Dicer-TRBP fixerait 

ensuite un des deux brins seulement, brin qui sera associé au complexe RISC (RNA-induced 

silencing complex) qui comprend notamment des protéines de la famille Argonaute         

(AGO 1-4) pour former le complexe miRISC. C’est le brin mature qui est préférentiellement 

maintenu dans le complexe et va réguler négativement ses ARNm cibles (Daniels et al., 

2009). 

 

 

 Figure 21 : Représentation schématique de la biogénèse des miRNA chez l’animal 

(Dai et al., 2011) 
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 Le contrôle de la maturation de ces miARNs permet de moduler leur concentration. En 

effet, certaines cibles peuvent moduler la production des miARNs. Par exemple, chez la 

drosophile, l’expression de miR-7 qui réprime la traduction du facteur de transcription Yan, 

est également régulée par l’ETS (External Transcribed Sequence) de Yan (Li et al., 2005). 

Ceci montre qu’il existe une double boucle de régulation négative entre miR-7 et Yan. Le 

miARN let-7 est un exemple de cette double régulation négative : chez C. Elegans, 

l’expression de la protéine Lin28 est réprimée par let-7 (Seggerson et al., 2002) mais Lin28 a 

également la propriété de s’associer avec les ARN pri-let-7 et pré-let-7 et inhiber le clivage 

des précurseurs de let-7 par Drosha  et Dicer (Heo et al., 2008).  

 

 3.3.2. La voie effectrice des miARNs 

 

 Les miARN régulent l’expression des ARNm selon deux mécanismes (Valencia-

Sanchez et al., 2006) en fonction de leur degré de complémentarité avec l’ARNm cible. Plus 

le degré de complémentarité entre le miARN et l’ARNm cible est élevé, plus l’énergie de 

liaison est importante et permet au complexe miARN-RISC de recruter des ribonucléases qui 

cliveront l’ARNm. Si le degré de complémentarité est faible, le complexe miARN-RISC agira 

par répression traductionnelle soit en empêchant la fixation sur les ribosomes soit en inhibant 

la phase de post-initiation traductionnelle. La régulation des protéines du complexe RISC dont 

Ago, la région de fixation du miARN sur l’ARNm  et l’importance de la région d’ancrage 

sont  des éléments importants quant à ce mécanisme d’action. 

 

  3.3.2.1 Les protéines associées au complexe RISC  

 

 Un duplex de miARNs mature possède une demi-vie assez courte car il est rapidement 

dissocié par sa liaison avec les protéines Ago. La famille des protéines Argonaute peut être 

séparée en trois sous-groupes :  

 - les Piwi fixant les piARNs,  

 - les Ago qui fixent les miARNs et les siARNs,  

 - le troisième groupe n’a été décrit pour l’instant que chez les Nématodes 

.  
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Si certaines espèces comme Schyzosaccharomyces pombe n’expriment qu’une seule protéine 

Ago, d’autres en expriment plusieurs : la drosophile code 5 protéines Ago, 10 pour 

Arabidopsis thaliana, 8 chez l’homme et 27 chez C. Elegans. Chez l’homme, 5 des 8 protéines 

Ago s’associent avec des siARNs et des miARNs (Meister et al., 2004; Tomari et al., 2005). 

 

 Les protéines Ago comportent 4 domaines : un domaine PAZ, un domaine PIWI et les 

domaines Mid et N. L’extrémité 3’ de l’ARN du brin guide se fixe au niveau du domaine 

PAZ et l’extrémité en 5’ se fixe au domaine Mid. Le reste du brin ARN est lie grâce à des 

charges positives portées par les deux autres domaines d’Ago, N et PIWI. Cette dernière va 

adopter une forme analogue a la RNAse-H, capable dans certaines conditions de cliver le 

messager cible (Parker et al., 2004). Cette étape est un des mécanismes du silencing par 

déstabilisation de la cible. Cependant toutes les protéines Ago n’ont cette activité catalytique. 

Elle  a été démontrée pour  une seule protéine Ago humaine, HsAgo2 (Liu et al., 2004). 

D’autre part, l’expression des protéines Ago peut varier : hsAgo2 est particulièrement 

exprimée chez l’homme alors que hsAgo4 est a peine détectable (Sasaki et al., 2003). Ces 

différences de régulation et de fonction des protéines Ago n’ont pas encore été clairement 

définies.  

 Les protéines Ago jouent un rôle important dans la formation des complexes RISC. 

Les miARNs double brin produits par Dicer entrent dans le complexe RISC, ce qui nécessite 

la dissociation du duplex et le recrutement d’un seul des 2 brins en association avec la 

protéine Ago effectrice. Le brin recruté, appelé guide, permet la reconnaissance de la cible par 

appariement Watson-Crick, tandis que l’autre brin est écarté. Comme pour les siARNs, 

l’association d’un miARN avec Ago est sélective : un brin est sélectionne tandis que l’autre 

est en général perdu. Cette sélection est basée sur la stabilité thermodynamique relative de 

chacune des extrémités du duplex. Le brin retenu est celui qui est le moins solidement apparié 

en 5’ (Kim et al., 2005). Cependant, cette règle n’est pas absolue et le deuxième brin, appelé 

star, peut être également recruté dans certaines conditions (Okamura et al., 2007).  

   

 Chez les mammifères, le complexe Dicer/Ago/miARN s’associe à d’autres protéines 

comme Gemin3, Gemin4, Mov10 et Imp8. Elles peuvent s’associer à Ago2 et participer à 

l’appariement miARN et ARNm (Weinmann et al., 2009). La protéine GW182 peut 

également s’associer à Ago2 et il a été montré que l’interaction GW182/Ago2 peut être 

assimilée au complexe RISC. 
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  3.3.2.2 L’appariement 

 

 Ce sont ces miARNs qui vont permettre la reconnaissance et la répression d’ARNm 

cibles de manière séquence-spécifique au sein du complexe miRISC. Chaque miARN peut 

reconnaître de nombreux ARNm différents. Il existe des banques de miARN (Welcome Trust 

Sanger Institute) établissant le score de spécificité de chaque miARN pour un ARNm cible, 

score qui est établi en fonction du nombre de nucléotides complémentaires et de l’énergie de 

liaison entre l’ARNm cible et le miARN. 

 Les sites de fixation dans les ARNm de mammifères sont en général situes dans les 

séquences 3’UTR et souvent présents en plusieurs copies. Il existe également des sites de 

fixation de miARNs en 5’UTR conduisant a la répression des cibles (Lytle et al., 2007). Par 

ailleurs, plusieurs études récentes ont décrit une répression de l’expression par des miARNs 

se fixant dans la région codante. Ceci pose le probleme dans les algorithmes de prédiction, qui 

se basent majoritairement sur des sites situes en 3’UTR des ARNm (e.g., TargetScan, PicTar, 

miRBase, etc.). Des analyses par séquençage de masse du transcriptome ont révélé que les 

séquences codantes pouvaient contenir de nombreux site de fixation : 25% des associations 

Ago/ARNm se feraient dans des régions codantes.  

 Chez les mammifères, les miARNs présentent en général un appariement imparfait 

avec leurs cibles à l’inverse de ce qui est observé chez les végétaux. Ils sont présents sous 

forme de plusieurs copies afin de pouvoir être efficaces. Seuls quelques nucléotides du 

miARN seront complémentaires aux nucléotides de l’ARNm, les autres formeront un pont ou 

bulge (Filipowicz et al., 2008) (figure 22). 

 

 

 

 Figure 22: Schéma représentant l’appariement imparfait des miARNs sur l’ARNm 

cible chez les mammifères avec l’importance de la région d’ancrage « Seed » et la formation 

du pont ou « Bulge » (Filipowicz et al., 2008). 
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La séquence d’ancrage ou « seed » est indispensable à la fixation du miARN. Il constitue l’un 

des critères de sélection des algorithmes de prédiction. Il s’agit d’un appariement du miARN 

sur 2 à 8 nucléotides, pouvant tolérer des appariements non canoniques, tels les « wobble 

pairing » qui consiste en un appariement uracile/guanine. 

 

. 

 3.2.3.3  La dégradation des ARNm par les miARNs 

 

 Cette dégradation nécessite l’élimination de la coiffe poly(A) située en 3’ de l’ARNm 

ce qui permettra l’action d’exonucléases et l’élimination complète de l’ARNm. 

Ce mécanisme de déstabilisation nécessite la présence des protéines Ago, GW182, et la 

machinerie cellulaire de décoiffage et de déadenylation (Behm-Ansmant et al., 2006). Cette 

déadenylation miARN-dependante peut être observée in vitro sans engager les mécanismes de 

la traduction (Wakiyama et al., 2007), ce qui suggère que la dégradation et la répression de la 

traduction sont deux mécanismes indépendants de la régulation de certaines cibles. 

Le fait que certaines cibles soient dégradées et d’autres ne serait pas exclusivement lié au 

degré d’appariement. Le nombre, le type et les positionnements des mismatch dans les duplex 

miARNs/ARNm jouent un rôle majeur dans le déclenchement de cette dégradation.  

Cependant, le recrutement par certains miARNs des complexes de déadenylases PAN2-PAN3 

et CCR4-CAF1-NOT par une interaction directe avec GW182, contribuerait également à cette 

dégradation des ARNm (Braun et al., 2011). 

 

 3.2.3.4. La répression de la traduction des ARNm 

 

 Actuellement, il n’existe pas d’arguments permettant d’affirmer que la répression de la 

traduction se fait lors de l’initiation de la traduction de la protéine ou après l’initiation. 

L’initiation démarre lors de la reconnaissance de la coiffe fixée sur la 7-methyl-guanosine en 

5’ par elF4E, une sous-unité du complexe d’initiation elF4F. Ce complexe comporte aussi 

elF4A et elF4G. L’interaction entre elF4G et elF3 va permettre le recrutement de la sous-unité 

ribosomique 40S à l’extrémité 5’ de l’ARNm. Le complexe de pré-initiation 40S interagit 

avec la sous-unité 60S au niveau du codon AUG pour initier l’élongation. ElF4G interagit 

également avec les protéines PABP-1 (ou poly-A binding protein 1) fixées en 3’ des ARNm. 
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La capacité d’elF4G à interagir avec elF4E et PABP-1 va permettre la circularisation de 

l’ARNm, ce qui accroit considérablement l’efficacité de traduction de la protéine. 

Ces complexes ARNm réprimés par les miARN seront alors stockés dans des compartiments 

cytoplasmiques appelés P-Body et seront progressivement éliminés. 

 

. 

n Inhibition de l’initiation de la traduction :  

   

   Certaines études montrent que l’inhibition de la traduction pourrait se faire au niveau de 

l’initiation, avec plusieurs modèles mécanistiques.  

Tout d’abord, comme ElF4E se fixe à la base méthyle de la coiffe par des liaisons “stacking” 

entre deux résidus tryptophane, il existerait une compétition entre miRISC et eI4FE pour 

l’interaction avec la coiffe en 5’ du fait de l’analogie entre le domaine Mid de la protéine 

Ago2 et eI4FE (Mathonnet et al., 2007). La protéine GW182 interviendrait également par 

compétion avec eIF4E (Eulalio et al., 2008). 

D’autres études proposent l’hypothèse d’une stimulation de la déadenylation de la queue des 

ARNm. Du fait de cette déadenylation,  PABP-1 ne permettent plus la circularisation de 

l’ARNm (Wakiyama et al., 2007; Wu et al., 2006).  

Enfin, miRISC pourrait également intervenir en bloquant l’interaction entre la sous-unité 

ribosomale 60S et le complexe de pré-initiation 40S. La protéine Ago2 interagit avec elF6 qui 

est impliquée dans la biogenèse et la maturation des sous-unités 60S ribosomiques en 

prévenant l’association des sous-unités 60S immatures au complexe 40S. Les cellules 

déficientes pour eIF6 n’ont plus de régulation de traduction pour les miARNs. 

 

 

§ Inhibition de l’élongation 

 

  Petersen et al. (2006) ont propose un modèle de répression par le complexe miRISC, 

suggérant que les miARNs induisent une dissociation prématurée des ARNm des ribosomes. 

Le blocage rapide de l’initiation de la traduction par l’hippuristanol conduit a une dissociation 

rapide des ribosomes de façon miRNA-dépendante. 
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 3.2.3.5 Mode de régulation non canonique 

 

 Certains miARNs ont un rôle activateur dépendant de leur positionnement sur 

l’ARNm cible. Ainsi, l’interaction de miR-10a avec les séquences 5’UTR des ARNm de 

certaines sous unîtes ribosomiques conduit à l’activation de leur expression, tandis que sa 

fixation en 3’UTR conduit a la répression. Plusieurs autres miARNs régulent leurs cibles par 

ce même mécanisme : la fixation de miR-122 sur la région 5’UTR des ARNm du virus de 

l’hépatite C augmente leur expression alors qu’il joue un rôle inhibiteur en se liant a leur 

région 3’UTR. A l’inverse, mir-34a inhibe AXIN2 en se fixant en 5’UTR ou en 3’UTR. De 

même miR-365-3 active la traduction de l’ARNm du TNF-α en se fixant en 3’UTR et en 

recrutant la protéine FXR1 (Vasudevan et al., 2007). 

 

 

 3.3.3 Rôle physiologique et pathologique des miARNs 

 

 Pour de nombreuses espèces, les miARN jouent un rôle clé dans des processus 

biologiques fondamentaux comme l’apoptose, le métabolisme lipidique, le développement 

neurologique ou la différenciation musculaire et cardiaque (tableau 1). Des travaux récents 

ont montré que les miARN étaient également impliqués de manière déterminante dans 

l’hématopoïèse. Ainsi la délétion conditionnelle de Dicer dans les cellules souches 

hématopoiétiques, les rend incapables de reconstituer une hématopoïèse (Muljo et al., 2005). 

L’absence d’AGO2 inhibe la différenciation des LB et des érythrocytes (O’Caroll et al., 

2007).  

  

  3.3.3.1 miARNs et immunité 

 

 Les miARN jouent également un rôle important dans la réponse immunitaire: 

différenciation des cellules immunitaires, développement de la réponse à l’infection et  

physiopathologie des maladies auto-immunes. Les cibles des miARN sont alors en général 

des facteurs de transcription, des cofacteurs ou des molécules modifiant la chromatine 

(tableau). Bien que de nombreuses cytokines ou leurs récepteurs présentent des séquences 

correspondantes à des miARN et/ou des séquences ARE, elles sont rarement la cible directe 

de miARN. Ce sont plutôt les molécules impliquées dans la signalisation en aval qui 

pourraient être touchées.  
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Plus d’une cinquantaine de miARNs pourraient cibler les gènes de la voie JAK/STAT 

incluant les régulateurs négatifs SOCS et PIAS (Arsivatham et al., 2009). En ce qui concerne 

le TGF-β, il a été montré que son activité est contrôlée par des miARN alors que son ARNm 

ne présente aucune séquence cible. Le contrôle s’effectuerait plutôt au niveau des protéines 

SMAD: 24 composants de la voie du TGF-β présentent des sites 3’-UTR fixant 64 miARN 

différents (Arsivatham et al. 2009). 

. 

 

 

 Tableau 1 : Liste non exhaustive de miARNs ayant un rôle dans le contrôle de la 

réponse immunitaire (selon Pauley et al., 2008) 

 

 

  3.3.3.2 miARNs et PR 

  

 Le rôle de ces miRNA dans les mécanismes physiopathologiques de la PR commence 

à être connu. En effet, plusieurs études récentes ont montré l’impact de certains de ces 

miARNs dans la PR. L’équipe de Stanczyk et al. (2008) ont montré que les synoviocytes 

rhumatoïdes expriment constitutivement miR-155 et 146a comparés à des FLS d’arthrose et 

que l’expression de miR-155 est augmentée par le TNF-α, l’IL-1β, le LPS, le BLP et le poly 

I:C. La surexpression de miR-155 induit une inhibition de la production des métalloprotéases 

MMP-1 et 3.  
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De manière inverse, l’inhibition du miR-155 dans un modèle murin d’arthrite induit par le 

collagène aurait un effet anti inflammatoire notamment par l’inhibition d’expression d’IL-17.  

L’expression de miR-146a aurait également une fonction anti-inflammatoire : présent dans les 

membranes synoviales,  sa surexpression permettrait d’inhiber la destruction osseuse dans des 

modèles murin d’arthrite induit par le collagène (Nakasa et al., 2008). L’équipe de Zhu et al. 

(2012) ont également montré que l’expression de miR-23b permettait la diminution de 

synthèse d’IL-17 en ciblant les protéines TAB-1, TAB-2 et Iκκ-α. La transfection d’un 

lentivirus contenant une séquence nucléotidique permettant d’inhiber le miR-223 permettait 

de diminuer les signes inflammatoires des souris avec une arthrite induit par le collagène (Li 

et al., 2012). De manière plus ciblée, notre équipe a montré que les miR-19a/b contrôlent 

l’expression de l’IL-6 et de MMP3 en inhibant la synthèse du TLR2 par interaction directe sur 

son ARNm (Philippe et al., 2012). 

Des études ont également démontré le rôle de certain miARNs dans l’expression du TNF-α. 

Tili et al. (2007) avaient montré que l’expression des miR-125b et 155 était modulé en 

réponse au TNF-α et au LPS dans les macrophages. MiR-125b régule négativement 

l’expression du TNF-α par action direct sur son ARNm alors que miR-155 permet la 

stabilisation de l’ARNm par un mécanisme inconnu (Rajaram et al., 2011).  

Par contre, aucune étude à l’heure actuelle n’a montré de lien entre les miARNs et la protéine 

Btk.  
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4. Autres systèmes de contrôle épigénétique : acétylation 

et méthylation 

 

Le contrôle de l’expression des ARNm par les miARNs, la méthylation de l’ADN et la 

modification des histones constituent ce qu’on appelle l’epigénétisme : il s’agit de l’ensemble 

des modifications transmissibles d’une génération à l’autre et réversibles de l’expression 

génique sans altération des séquences nucléotidiques. L’importance de la méthylation de 

l’ADN et de la modification des histones a été largement démontrée notamment en 

cancérologie avec le développement de thérapies ciblant ces mécanismes. Leur rôle dans les 

maladies inflammatoires comme la PR restent à être déterminé. 

 

4.1 Méthylation de l’ADN 

 

4.1.1 Généralités : 

 

La méthylation de l’ADN est un processus biochimique important notamment dans le 

développement cellulaire. Il se caractérise par l’ajout d’un groupement méthyl CH3 en 

position 5 d’une base cytosine et principalement au niveau de motifs appelés « îlots CpG ». 

Ces îlots CpG sont essentiellement localisés au niveau des régions promotrices de gènes ou à 

proximité de site d’initiation de la transcription. Le degré de méthylation de l’ADN est 

directement corrélé à l’inhibition de l’expression génique et à la répression de la chromatine 

par deux mécanismes : 

- les groupements méthyls empêchent la fixation sur les promoteurs de certains 

facteurs de transcription  

- le recrutement de protéines inhibitrices de la transcription par une famille de protéine 

appelée MBD interagissant avec les îlots CpG méthylés (Hendrich et al., 1999). En 

plus de cette inhibition de transcription, ces protéines MBD vont pouvoir recruter des 

histones deacetylase et participer la compaction de la chromatine. 

 

Cette méthylation est possible par la présence d’enzymes appelés DNA méthyltransférase ou 

DMNT. Ces methylases sont regroupés en 2 classes : les méthylases de maintenance comme 
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DNMT1 et les méthylases de novo comme DNMT3a et b permettant la méthylation de site 

exempts de toute méthylation. 

En cancérologie, plusieurs études ont montré que l’évolution tumorale était lié au degré 

d’hypomethylation ; plus la cellules tumorales est agressive, plus le degré de méthylation 

serait bas (Esteller et al., 2007) (Figure 23). Paradoxalement, dans certaines pathologies 

comme les syndromes myélodysplasiques ou la leucémie aigue myéloïde, l’utilisation d’un 

inhibiteur des DMNT, la 5-azacitidine, permet d’améliorer l’évolution de ces pathologies. 

Deux hypothèses seraient proposées quand à l’action de cette molécule : la majoration de 

l’hypométhylation permettrait la transcription de gènes codant pour des protéines pro 

apoptotiques ou par un effet toxique direct de la molécule par incorporation dans le génome 

tel un agent intercalant (Lyons et al., 2009). 

 

  

 

 

 Figure 23 : Schéma représentant l’importance de la méthylation de l’ADN dans la 

transcription de gènes et les différences de méthylation entre une cellule normal (haut) et une 

cellules tumorale (bas) (Esteller et al., 2007). 
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  4.1.2 Méthylation et PR 

 

 Les FLS de patients atteints de PR présenteraient un niveau de méthylation plus bas 

que les FLS de patients atteints d’arthrose (Karouzakis et al., 2009). Cette hypométhylation 

serait en partie liée à la diminution de l’expression de DNMT1. Le traitement de ces FLS 

d’arthrose par la 5-azacitidine entraine la modification de leur profil vers un profil 

rhumatoïdes plus agressifs par la surexpression d’un certain nombre gènes codant des 

cytokines, des MMP, des kinases et des facteurs de transcription qui jouent un rôle majeur 

dans la PR.  Nakano et al. (2012) ont confirmé ces travaux en montrant qu’il existe plusieurs 

gènes hypométhylés,  impliqués dans la prolifération, l’adhésion et l’inflammation comme le 

TNF-α. Cette hypométhylation est corrélée à l’augmentation de l’expression de ces gènes. 

L’expression d’IL-6 dans les macrophages en réponse au LPS est médiée par le degré de 

méthylation ; la présence d’un seul motif CpG non méthylé dans le promoteur de l’IL-6 

permet une augmentation significative de son expression (Nile et al. 2008).  

Par ailleurs, plusieurs travaux ont montré le rôle de ce mécanisme de méthylation sur la 

synthèse de certains miARNs. Stancsyk et al. (2011) ont montré que l’utilisation de 5-

azacitidine dans des FLS rhumatoïdes permettait l’augmentation de l’expression du miR-203 ; 

ce miARN étant impliqué dans le contrôle positif de l’expression de l’IL-6 et MMP1 et sa 

surexpression était corrélée à l’augmentation de synthèse d’IL-6 et MMP1 en réponse au LPS. 

De même, il a été démontré que miR-34a* était sous exprimé dans les FLS rhumatoïdes par 

hyperméthylation expliquant en partie la résistance de ces FLS à l’apoptose. L’utilisation de 

5-azacitidine permettait l’augmentation du miR-34a* et favorisait l’apoptose en régulant 

directement la protéine XIAP (Niederer et al., 2012). 

 

 

 4.2 Acétylation des histones 

 

  4.2.1 Généralités 

 

 L’acétylation des histones H3 et H4 est corrélée à l’activation de la transcription des 

gènes car elle diminue l’interaction entre les histones chargées positivement et l’ADN chargé 

négativement. La chromatine adopte alors une structure plus relâchée qui facilite l’accès de 

l’ADN aux facteurs de transcription.  
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Cet état d’acétylation dépend de l’équilibre entre (figure 24) :  

 - les histone acétyl transférases ou HATs regroupées en 3 familles (GNAT/PCAF, 

MYST, P300/CBP)  

 - les histone déacétylases ou HDACs qui interviennent essentiellement dans la 

répression transcriptionnelle. Il en existe 4 familles: la classe 1 avec les HDACs 1, 2, 3 et 8 de 

localisation presque exclusivement nucléaire, la classe 2 avec les HDACs 4, 5, 6, 7, 9 et 10 de 

localisation nucléaire et cytoplasmique, la classe 3 avec les Sirtuines (1 à 7) et la classe 4 avec 

HDAC 11. Ces différentes familles diffèrent par leur structure, leur fonction, leur localisation 

subcellulaire et leur profil d’expression (Haberland et al., 2009). 

 

 L’efficacité des inhibiteurs des HDACs a largement été démontrée notamment dans 

certaines pathologies hématologiques comme le lymphome T cutané (Olsen et al., 2007). Leur 

intérêt est également connu en neurologie dans le traitement de l’épilepsie comme l’acide 

valproïque. Enfin, ils sont également étudiés dans le contrôle de l’expression des rétrovirus 

tels les virus HIV ou HTLV-1 ; l’inhibition des HDACs permet d’augmenter la réplication 

virale et rendre les cellules infectées plus sensibles aux antirétroviraux (Archin et al., 2012 ; 

Nishioka et al., 2008).  

 

 

  

 Figure 24 : Schéma représentatif du mécanisme d’acétylation des histones contrôlé par 

les enzymes HAT et HDAC (Haberland et al., 2009) 
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L’acétylation des histones permettrait également de réguler l’expression des miARNs et 

inversement. Plusieurs études notamment en cancérologie ont montré l’interêt de cette 

régulation, comme le rôle des HDACs dans l’expression des miR-15a, -16 et 29b dans la 

leucémie lymphoïde chronique (Sampath et al., 2012). Un autre exemple étant le rôle du gène 

de suppresseur de tumeur BRCA-1 qui contrôle l’expression du miR-155 via l’activité des 

HDACs (Chang et al., 2011). Inversement, il a été montré que le miR-155 contrôle 

l’expression d’HDAC4 et régule l’expression de la protéine anti apoptotique BCL6 (Sandhu 

et al., 2012) 

 

  4.2.2 Acétylation des histones et PR 

 

 Comme pour la méthylation de l’ADN, l’acétylation des histones jouerait un rôle dans 

les mécanismes physiopathologiques de la PR 

Comparativement aux FLS d’arthrose, les FLS rhumatoïdes n’ont pas une augmentation de 

l’acétylation significative (Huber et al., 2007). Par contre l’utilisation d’un inhibiteur 

d’HDAC, la Trichostatine A, permet de diminuer l’inflammation synoviale  (Nishida et al., 

2004). Des travaux similaires ont été proposés dans les macrophages de tissu synovial de 

patients avec une PR ; l’utilisation d’inhibiteurs des HDACs permet la diminution de 

l’expression de cytokines inflammatoire comme le TNF-α en réponse au LPS (Grabiec et al., 

2010 ; Sato et al., 2006).  
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OBJECTIFS 

 

 

 Le rôle de la protéine Btk dans le contrôle de l’inflammation est actuellement reconnu 

et a été démontré dans plusieurs modèles cellulaires. Par contre, le mécanisme de régulation 

de certaines cytokines comme le TNF-α par la protéine Btk n’est pas clairement établi. De 

même, il n’y a pas d’étude à l’heure actuelle permettant d’établir un lien entre contrôles 

épigénétiques et expression de Btk.  

 En se basant sur la thématique de notre laboratoire et des publications antérieures, 

nous avons proposés d’utiliser le modèle d’inflammation de la polyarthrite rhumatoïde et plus 

particulièrement la réponse immunitaire innée via la voie des TLRs. Nous avions montré que 

les FLS, en réponse au LPS, ne secrétaient pas de d’IL-18 et notamment pas de TNF-α, 

cytokine majeure dans le processus pathologique de la PR (Zeisel et al., 2004). Cependant, il 

ne s’agissait pas d’un défaut de transcription mais plutôt un mécanisme d’instabilité de 

l’ARNm de ces 2 cytokines. Par ailleurs, il avait déjà été montré que les FLS n’exprimaient 

pas la protéine Btk à la différence par exemple des macrophages (Seeman et al., 2007). 

 

 En partant des résultats de ces travaux, nous avons utilisé le FLS comme un modèle 

anti-TNF-α et essayé de comprendre les mécanismes de régulation de l’expression du TNF-α 

et de Btk. Par extrapolation, nous avons proposé d’utiliser cette régulation propre aux FLS 

comme « anti-TNF-α » dans un modèle de macrophages, les cellules THP-1 sécrétant du 

TNF-α en réponse au LPS. 

De ce fait, plusieurs aspects de cette régulation ont été abordés : 

 -  compte tenu de cette notion d’instabilité de l’ARNm, mon premier objectif a été 

d’étudier le rôle potentiel des miARNs et des protéines RBPs dans ce mécanisme. 

 - mon deuxième objectif a été de démontrer le mécanisme de contrôle de Btk dans la 

régulation du TNF-α. 

 - mon troisième objectif a été d’étudier le rôle des mécanismes d’acétylation des 

histones et de méthylation de l’ADN dans le contrôle de l’expression de Btk et de la 

régulation du TNF-α. 
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« La synthèse de la protéine Btk est modulée par l’expression de miR-346 permettant la 

régulation post-transcriptionnelle de cytokines pro-inflammatoires par le synoviocyte 

fibroblastique en réponse aux TLRs » 

 

 La dégradation d’un ARNm est un mécanisme qui permet à toute cellule d’exercer un 

contrôle au niveau post-transcriptionnel. Des travaux récents ont montré que les miARNs 

jouent un rôle régulateur important dans le contrôle de la réponse inflammatoire induite par les 

TLRs. Au cours de la PR, les FLS activés contribuent à la réaction inflammatoire et 

destructrice en libérant des cytokines proinflammatoires (IL-6, IL-8) et des enzymes 

(métalloprotéases). Les FLS ne sécrètent cependant pas de TNF-α, ni d’IL-18, cytokines qui 

jouent un rôle important dans la physiopathologie de la PR. L’objectif de nos premiers travaux 

a été de déterminer si l’absence d’IL-18 et de TNF-α. au niveau protéique, malgré la synthèse 

de leur ARNm dans les FLS, pouvait être expliquée par la présence de miARN spécifiques, 

conduisant à la dégradation de l’ARNm de l’IL-18 et du TNF-α.  

 Nous avons montré par la réalisation d’un miRNome que le miR-346 était le plus 

exprimé en réponse au LPS dans les FLS activés via le TLR4. Nous avons demontré que 

l’inhibition de ce miR-346 permettait la synthèse d’IL-18 par le FLS activés par le LPS et que 

cette régulation du miR-346 sur l-IL-18 dépendait de l’expression de la protéine Btk ; 

l’inhibition du miR-346 entraine l’expression protéique de Btk dans des FLS n’exprimant pas 

de manière constitutionelle cette protéine.  

 Ce phénomène est apparemment « paradoxal » dans la PR car il limite la réponse pro-

inflammatoire des FLS, mais c’est un système de régulation important qu’il faut essayer de 

comprendre car il pourrait permettre le développement de nouvelles approches thérapeutiques 

anti-inflammatoires.  

 

Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec le Docteur Sébastien PFEFFER (CNRS UPR 

9002, Strasbourg, France) 

 

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans Journal of Immunology 

(2009) 

Alsaleh G, Suffert G, Semaan N, Juncke T, Frenzel L, Gottenberg JE, Sibilia J, Pfeffer S and 

Wachsmann D. Bruton’s tyrosine kinase is involved in miR-346-related regulation of IL-18 

release by LPS-activated rheumatoid fibroblast-like synoviocytes. J Immunol 2009, 182:5088-

5097
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TRAVAUX 2 
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« La protéine Btk régule l’expression du TNF-α via TLR4 dans la polyarthrite 

rhumatoïde  par l’intermediaire de la protéine Tristetraprolin ou TTP et l’inhibition de 

Btk par le miR-346 permet d’avoir une activité anti-TNF-α » 

 

 Nous avions démontré dans l’étude précédente que miR-346 régulait négativement 

l’expression de la protéine Btk dans les FLS en réponse au LPS. Par ailleurs, des travaux 

antérieurs avaient montré que la protéine Btk interviendrait sur la stabilité de l’ARNm du TNF-

α en réponse au LPS dans les macrophages par un mécanisme jusqu’alors inconnu. Nous nous 

sommes proposé d’étudier le mécanisme de régulation de Btk sur l’expression du TNF-α dans 

la polyarthrite rhumatoïde par les FLS et par les cellules mononuclées THP-1.  

La régulation post-transcriptionnelle du TNF-α dépend de plusieurs mécanismes dont celui des 

protéines RBP avec, parmi elles, la protéine TTP. Nous avons montré que l’absence de 

synthèse de TNF-α par instabilité de son ARNm dans les FLS en réponse au LPS dependait de 

la présence de la TTP. Nous avons montré que la TTP était négativement régulée par la 

protéine Btk ; l’inhibition de l’expression de cette protéine Btk soit par le miR-346 soit par le 

LFMA-13, un inhibiteur spécifique, entrainait une augmentation de l’expression de la TTP et la 

diminution de celle du TNF-α.  

 Nous avons utlisé ce modèle physiologique anti-TNF-α des FLS dans les cellules 

mononuclées THP-1 sécrétant du TNF-α en réponse au LPS. Nous avons montré que la 

transfection  d’un analogue du miR-346 permettait une diminution significative de la synthèse 

de TNF-α en réponse au LPS, via l’inhibition de Btk.  

 L’utilisation de ce miR-346 en thérapeutique pourrait s’averer être un anti-

inflammatoire efficace dans la polyarthrite rhumatoïde, pathologie fortement liée au TNF-α. 

Nous avons proposé et débuté des travaux sur des modèles murins de polyarthrite rhumatoïde 

avec administration de ce miR-346.  

 

 Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans PLOS One (2011) : 

Semaan N*, Frenzel L*, Alsaleh G, Suffert G, Gottenberg JE, Sibilia J, Pfeffer S, Wachsmann 

D. miR-346 controls release of TNF-α protein and stability of its mRNA in rheumatoid arthritis 

via tristetraprolin stabilization. PLoS One. 2011;6(5):e19827. doi:10.1371 / journal.pone. 

0019827.  Epub 2011 May 17.   

* These autors contibuted equally to this work.
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« La régulation de la protéine Btk via les mécanismes d’acétylation des histones et de 

méthylation de l’ADN permet de moduler l’expression du TNF-α dans la polyarthrite 

rhumatoïde en réponse LPS  par l’intermédiaire du miR-346» 

 

 Dans les études précedentes, nous avons montré que Btk permet de réguler l’expression 

du TNF-α par la voie TLR4 via la TTP dans les FLS et les cellules THP-1. Par ailleurs, nous 

avons montré que la transfection d’un analogue du miR-346 dans les cellules THP-1 permet 

une diminution significative de la synthèse de TNF-α. Nous nous sommes donc interessé aux 

différentes voies de régulation de l’expression de ce miR-346 et particulierement le rôle de 

l’acétylation des histones et la méthylation de l’ADN.  

Des études antérieures avaient démontré que l’hypométhylation de l’ADN par des agents 

déméthylants s’associait à une augmentation de synthèse de cytokines inflammatoires dans la 

PR. Par ailleurs, d’autres travaux ont montré que l’inhibition de la déacétylation des histones 

par les HDAC était corrélée à une diminution de la synthèse de cytokines inflamatoires dans la 

PR. 

Nous avons montré que l’utilisation d’un agent démethylant, la 5-azacytidine, s’accompagnait 

d’une augmentation de synthèse de TNF-α dans les cellules THP-1 en réponse au LPS et que 

l’ajout d’un inhibiteur des HDAC, la Tricho-A,  entrainait une diminution de cette cytokine 

dans les mêmes conditions. Par ailleurs, nous avons démontré que la modulation de 

l’expression du TNF-α par ces mécanismes épigénétiques était liée directement à l’expression 

du couple Btk-miR-346. 

 

Ces résultats feront l’objet d’une publication ultérieure dans un journal international.  
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La méthylation de l’ADN et l’acétylation des histones 

contrôlent l’expression du TNF-α en réponse au LPS 

par l’intermédiaire de la protéine Btk et du miR-346 

 

 

MATERIELS ET METHODES 

 

1. Réactifs : 

 

  Les milieux de cultures cellulaires (RPMI 1640 et M199), le sérum de veau fœtal 

(SVF), la pénicilline, la streptomycine, l’amphotéricine B, le réactif TRIzol et la trypsine-

EDTA proviennent de Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Le LPS (Salmonella abortus 

equi), la collagénase XI et le LFM-A13 ont été fournis par SIGMA-Aldrich (Steinheim, 

Allemagne). Le Lightcycler Faststart DNA Master SYBR Green I provient de Roche Applied 

Science (Penzberg, Germany). Le miScript System provient de Qiagen (Courtabeuf, France). 

Les kits Human Dermal Fibroblast Nucleofactor
TM

 et Cell Line Nucleofactor
TM

 Kit V 

proviennent d’Amaxa (Cologne, Allemagne). Les mimiques MiRIDIAN® miR-346, les 

inhibiteurs de miR-346 et miRIDIAN miRNA contrôle négatif proviennent de 

Dharmacon (Brebieres, France). Le kit ELISA pour le TNF-α humain provient de 

PrepoTech Inc (Neuilly sur seine, France)  et ceux de l’IL-6 humaines proviennent de R&D 

system .Les inhibiteurs de protéases ont été fourni par Roche. La Trichostatine A ou TrichoA 

et la 5-Azacytidine ou 5-Aza ont été fournies par SIGMA-Aldrich (Steinheim, Allemagne). 

 

2. Culture cellulaire :  

 

Les FLS humains ont été isolés à partir des membranes synoviales de PR prélevées au 

cours de synovectomies arthroscopique de genou. Le diagnostic de PR a été posé selon les 

critères révisés de l’American College of Rheumatology. La membrane synoviale est 

découpée dans des conditions stériles, puis incubée 3h à 37°C dans du RPMI 1640 contenant 

1mg/mL de collagénase de type XI (Sigma). Après centrifugation (130g, 10 min, 4°C), le 

culot cellulaire est repris dans 8 mL de milieu de culture à 20% de SVF décomplémenté, 

ensemencé dans une boîte de culture de 25 cm², puis placé dans un incubateur à 37°C dans 



 99 

une atmosphère à 5% de CO2. Le milieu de culture est changé au bout de 24h pour éliminer 

les cellules non adhérentes, puis deux fois par semaine. A confluence, le tapis cellulaire est 

décollé par addition de 2 à 3mL de trypsine-EDTA 0,05 %  pendant 5 min à 37°C. Après 

centrifugation (130 g, 10 min, 4°C), le culot cellulaire est repris dans 13mL de RPMI 

1640/M199 à 10% de SVFD et les cellules sont réensemencées dans une boite de 75 cm² : les 

cellules sont à passage 1. Par la suite, les FLS ont été cultivés dans du RPMI 1640 et du M199 

(1 :1 V/V) additionnés de pénicilline (100 UI/L), de streptomycine (100μg/mL), 

d’amphotéricine B (0,25 μg/mL) et du SVF décomplémenté 20%  (puis 10% après le premier 

passage). Les expériences ont été faites pendant le 3ème et le 9ème passage. Pendant ce 

temps, les cultures se sont constituées d’une population homogène de cellules fibroblastiques, 

négatives pour CD16 comme déterminés par analyse FACS. Le nombre de cellules et la 

viabilité cellulaire ont été contrôlés par le test MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide test), après le prélèvement des surnageants, 200μL de RPMI 

1640 contenant 0,4 mM de MTT sont ajoutés aux cellules (4h, 37°C) : le MTT forme en 

présence de cellules vivantes un composé orange insoluble, le formazan. Celui-ci sera dissout 

par l’élimination des 200 μL de surnageant et ajout de 100% de DMSO. L’absorbance des 

lysats cellulaires est ensuite mesurée à 540 nm. 

Les cellules THP-1 (no. 88081201 European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) ont 

été cultivées dans un milieu comprenant du RPMI 1640 et SVF à 10%. 

 

3. Activation cellulaire :  

 

Les FLS et les THP1  ont été ensemencées dans une plaque 6 puits  à raison de 5.10
5 

cellules par puit pour les FLS et de 10
7
 cellules par puit pour les THP-1.  

La Trichostatine A a été ajoutée dans le milieu pendant 24 heures avant stimulation, 

avec des concentrations respectives de 1, 2 et 5 μM selon les recommandations du laboratoire.  

La 5-azacytidine a été ajouté dans le milieu toutes les 24 heures pendant 72 heures 

avant stimulation, avec des concentrations respectives de 1, 2, 5 et 10 μM selon les 

recommandations du laboratoire. 

Elles seront  stimulées par 2ml par puit de milieu (RPMI 1640 et M199/5% SVFD) ou 

de milieu (RPMI 1640/ 5% SVFD) contenant du LPS (1μg/ml). Pour les différentes analyses, 

les cellules ont été incubées pendant 4 heures et 8 heures avec le LPS ; l’ARN total a été 

extrait par l’utilisation de TRIzol selon les recommandations du laboratoire ; les surnageants 
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ont été isolés puis préparés pour analyse de cytokines par kit ELISA pour TNF-α humain et 

l’IL-6 humaines fournis par laboratoire. 

 

4. Dosage des cytokines par un test ELISA sandwich :  

 

 Le TNF-α et l’IL-6 ont été dosées dans les surnageants de culture des FLS 

activées. La technique utilisée est un test ELISA sandwich réalisé selon les recommandations 

des fabricants de chaque kit. 

Pour l’IL-6 et le TNF-α, le protocole suivant a été utilisé :  

Pour le coating, adsorption des anticorps anti-IL-6 (R&D System) dilués au 1/250
e
 et des 

anticorps anti-TNF-α à une concentration de 100μg/mL dans du PBS 5 mM, pH 7,4. [100 

µL/puits, 18h, 25°C]. Lavage en tampon PBST pH 7,4 (PBS 5 mM + Tween 20 0,05%), 

3x200 µL/puits. Puis saturation avec de la BSA 1% dans du PBS 5 mM pH 7,4 [100 µL/puits, 

1h, 25°C]. Lavage puis addition des surnageants de culture, dilués au ¼ pour l’IL-6, dans du 

tampon TBST (Tris HCl 20 mM + BSA 0,1% + Tween 20 0,05%). [100 µL/puits, 2h, 25°C]. 

Lavage puis addition des anticorps anti-IL-6 biotinylés dilués au 1/250
e
 et des anticorps anti-

TNF-α à une concentration de 100μg/mL dans le TBST. [100 µL/puits, 2h, 25°C]. Lavage 

puis addition d’extravidine-HRP (Sigma) diluée au 1/2000
e
 dans le TBST. Lavage puis 

addition du substrat de la peroxydase, (H2O2 + TMB ou 3,3’,5,5’-Tétraméthylbenzydine (BD 

Pharmingen). [100 µL/puits, 30 min, 25°C, à l’abri de la lumière]. La réaction enzymatique se 

traduit par l’apparition d’une coloration bleue ; la réaction est alors stoppée par addition 

d’H2SO4 1M (50 µL/puits). Lecture des absorbances à 450 nm. 

 

 

5. Transfection cellulaire de miRNA analogue:  

 

Le miR-346 analogue ou mimique utilisé dans notre étude ont été confirmés comme 

étant efficace pour avoir la même structure et activité du miR-346. Il s’agit de séquences de 

21 nucléotides, fournis par Dharmacon. La transfection de FLS avec les mimics miR
TM

 

miRNA (200nM) a été faite en utilisant le kit Human Dermal Fibroblast Nucleofactor
TM

 de 

Amaxa, celle des cellules THP-1 avec le kit Cell Line Nucleofactor
TM

 Kit V de Amaxa. Après 

transfection, les FLS et les cellules THP-1 ont été placées dans des plaques de 24 puits  (3 x 

10
5
 cellules par puit et 10

6
 cellules respectivement). Toutes les expériences ont été faites 24h 

post-transfection. Le contrôle négatif Clear-miR
TM

 , ne ciblant aucun miRNA, a été utilisé 
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comme témoin négatif. Le nombre et la viabilité cellulaire ont été assurés par le test MTT. 

Les cellules ont été mises en présence de TrichoA ou de 5-Aza puis stimulées avec le LPS 

selon les mêmes conditions que décrites antérieurement. Le TNF-α soluble et l’IL-6 sécrété a 

été mesuré dans le surnageant cellulaire par un test ELISA sandwich selon les 

recommandations du fabricant. 

 

 

6. Extraction de l’ARNm, réaction de polymérase en chaîne avec transcription 

inverse (RT-PCR) et RT-PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) :  

 

 Les cellules sont lavées avec 5mL de PBS 5mM pH 7,4 puis lysées par le TRIzol. 

L’addition de 200 μL de chloroforme suivie d’une centrifugation (12000 g, 15 min, 4°C) 

permet de reprendre la phase supérieure contenant l’ARN total. Ce surnageant est additionnée 

de 500 μL d’isopropanol (20 min à -20°C) puis centrifugé (12000 g, 15 min, 4°C). Après 

lavage à l’éthanol et centrifugation (7500 g, 5 min, 4°C), l’ARN est dissous dans de l’eau 

stérile, puis chauffé à 10 min à 65°C (Thermocycler PTC 200 « DNA engine » MJ Research 

Prolabo Biotech) puis conservé dans la glace. La quantité d’ARN extraite est évaluée par 

mesure de l’absorbance à 260 nm avec l’appareillage NanoDrop (NanoDrop Technologies). 

L’ADN contaminant est eliminé par addition de DNAse (Ambion)(1 μL pour 10 μg d’ARN). 

Après chauffage 30 min à 37°C, l’enzyme est inactivée pendant 10 min à 75°C. Il y a avait 

une phrase répétée. La transcription inverse de l’ARN est effectuée au moyen du kit de 

synthèse d’ADNc d’Invitrogen pendant 50 min à 42°C. L’enzyme est inactivée pendant 15 

minutes à 72°C. 

 Pour la PCR, le protocole suivant a été utilisé pour l’actine : après une 

dénaturation initiale à 94°C pendant 5 minutes, les échantillons ont été exposés à 25 cycles 

d’amplification (température de 94°C pendant 1 minute, 56°C pendant 45 secondes, et 72°C 

pendant 1 minute). Les primers suivants ont été utilisé pour la β-actine 5’-CCA-ACC-GCG-

AGA-AGA-TGA-CC-3’et 5’-GAT-CTT-CAT-GAG-GTA-GTC-AGT-3’.  

 La RT-PCR quantitative pour l’analyse des miRNA a été exécutée en utilisant le 

miScript System dans un volume total de 20 µl. Les concentrations en ARN ont été 

déterminées avec l’appareillage NanoDrop (NanoDrop Technologies). 1µg d’ARN par 

échantillon a été utilisé pour les expériences.  Les réactions de transcription inverse et de RT-

PCR quantitative en temps réel ont été exécutées selon les recommandations du fabricant. Un 

contrôle endogène U6 a été utilisé comme contrôle. Toutes les réactions ont été répliquées 
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trois fois dans l’appareil Rotor-Gene™ 6000 real-time PCR machine (Corbett Life 

Science®, Sydney, Australia). L’expression relative a été calculée en utilisant la méthode 

comparative du cycle seuil (threshold cycle Ct). 

 L’ARN total isolée des FLS et des cellules THP-1 ont été inversement transcrit 

en utilisant le kit First Strand cDNA Synthesis Kit conformement aux instructions du 

fabriquants (In Vitrogen). Real-time quantitative RT-PCR a été réalisée avec un volume total 

de 20 µl en utilisant un mélange SensiMix Plus SYBR® (Quantace, Corbett Life Science®, 

Sydney, Australia), and les primers spécifiques suivants: 

 GAPDH: 5′-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGA-3′ 

 et 5′-GAGGGATCTCGCTCGCTCCTGGAAGA-3′ 

 TTP: 5′-TCGGGACCCTGGAGCCTGAG-3′. 

 et 5′ -AGCCAGCGGTGCGAAGCC-3′ 

 Btk 5’-AAAAAGCAGGCTTGTCATGGATGAAGAATCCTG-3’ 

 et  5’-AGAAAGCTGGGTCCTCCCCTCCCATCTTTATG-3’. 

Toutes les réactions ont été répliquées trois fois dans l’appareil Rotor-Gene™ 6000 real-

time PCR machine (Corbett Life Science®, Sydney, Australia). L’expression relative a été 

calculée en utilisant la méthode comparative du cycle seuil (threshold cycle Ct) 

 

 

  

7.   Analyses statistiques :  

 

Les résultats sont représentatifs de deux expériences différentes. Chaque expérience 

représente la moyenne de deux essais +/- SEM effectués en double. 
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RESULTATS 

 

 1.    L’hypométhylation de l’ADN s’accompagne d’une augmentation du TNF-α 

et de Btk ainsi qu’une diminution de la TTP en réponse au LPS dans les cellules THP-1  

 

 Dans cette étude, nous avons regardé l’expression de TNF-α et d’IL-6 par les cellules 

THP-1 en réponse au LPS et en présence d’un agent hypométhylant, le 5-Azacytidine. Nous 

avons ensuite regardé l’expression de Btk et de la TTP dans ces mêmes cellules THP-1. 

 Les cellules THP-1 (10
7
 cellules par puit d’activation) ont été incubées pendant 72 

heures en présence de 5-Aza à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM) ; le 5-Aza a été 

ajouté toutes les 24 heures dans chaque puit. Le contrôle C correspond a un temps 

d‘incubation de 72 heures en l’absence de 5-Aza. Après cette incubation initiale de 72 heures, 

les cellules THP-1 ont été ré-incubées en présence de LPS (1μg/L)  pendant 4 heures et 8 

heures, le contrôle milieu correspond à une incubation de 6 heures en l’absence de LPS. Les 

dosages de TNF-α et d’IL-6 ont été réalisés par un test ELISA sandwich. Les ARNs 

messagers de Btk et de la TTP ont été analysés, après extraction de l’ARN total, par RT-

qPCR en utilisant les primers décrits antérieurement.  

 L’analyse de ces résultats montre, premièrement, que l’utilisation de concentrations 

croissantes de 5-Aza est corrélée à une augmentation de synthèse de TNF-α (Figure 1A) et 

d’IL-6 (Figure 1B) en réponse au LPS. Ces résultats confirment les travaux déjà publiés qui 

avaient montré une augmentation de l’inflammation de la membrane synoviale en présence de 

5-Azacytidine. Deuxièmement,  l’utilisation de 5-Aza modifie l’expression de Btk et de la 

TTP ; on observe une augmentation de l’expression de Btk (figure 2A) et une diminution de la 

TTP (Figure 2B) après ajout du 5-Aza.  
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A. Expression de TNF-alpha par les cellules THP-1 traitées                   

par 5-aza
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B. Expression d'IL-6 par les cellules THP-1 traitées par 5-aza
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Figure 1 : Etude de la synthèse de TNF-α (A) et d’IL-6 (B) dans les THP-1 activés ou non par 

le LPS. Les cellules ont été mises en présence pendant 72 heures de 5-Aza à des 

concentrations variables (1, 2, et 5 μM) ; le 5-Aza a été ajouté toutes les 24 heures dans 

chaque puit. Le contrôle C correspond a un temps d‘incubation de 72 heures en l’absence de 

5-Aza. Ces cellules ont été incubées par la suite avec du RPMI + 5% de SVF (Milieu) pendant 

6 heures ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de SVF pendant 4 et 8 heures. Le TNF-α et l’IL-6 ont été 

dosés dans les surnageants de culture par un test ELISA sandwich. Les valeurs représentent 

les moyennes de trois essais effectués en double avec des FLS et THP-1 isolés de trois 

patients différents. Les écart-types indiquent la déviation standard. 
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Expression de TTP dans les cellules THP-1 activées par 

le LPS
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Figure 2 : Etude de l’expression de l’ARNm de Btk(A) et de la TTP (B) dans les THP-1 

activés ou non par le LPS. Les cellules ont été mises en présence pendant 72 heures de 5-Aza 

à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM) ; le 5-Aza a été ajouté toutes les 24 heures dans 

chaque puit. Le contrôle C correspond a un temps d‘incubation de 72 heures en l’absence de 

5-Aza. Ces cellules ont été incubées par la suite avec du RPMI + 5% de SVF (Milieu) pendant 

6 heures ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de SVF pendant 4 et 8 heures. Les ARNs messagers de 

Btk et de la TTP ont été analysés, après extraction de l’ARN total, par RT-qPCR en utilisant 

les primers décrits antérieurement. Les valeurs représentent les moyennes de trois essais 

effectués en double avec des FLS et THP-1 isolés de trois patients différents. Les écart-types 

indiquent la déviation standard. 
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 2. L’hyperacétylation des histones entraine une diminution de synthèse de 

TNF-α, de la TTP et une augmentation de Btk en réponse au LPS dans les cellules   

THP-1 

 

 De manière similaire à l’étude précédente, nous avons regardé l’expression de TNF-α, 

d’IL-6, de la TTP et de Btk par les cellules THP-1 en réponse au LPS et en présence, cette 

fois-ci, d’un inhibiteur d’HDAC, la TrichoA, entraînant une hyperacétylation des histones. 

Les cellules THP-1 (10
7
 cellules par puit d’activation) ont été incubées pendant 24 heures en 

présence de TrichoA à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM). Le contrôle C correspond 

a un temps d‘incubation de 24 heures en l’absence de TrichoA. Après cette incubation initiale 

de 24 heures, les cellules THP-1 ont été ré-incubées en présence de LPS (1μg/L)  pendant 4 

heures et 8 heures, le contrôle milieu correspond à une incubation de 6 heures en l’absence de 

LPS. Les dosages de TNF-α et d’IL-6 ont été réalisés par un test ELISA sandwich. Les ARNs 

messagers de Btk et de la TTP ont été analysés, après extraction de l’ARN total, par RT-

qPCR en utilisant les primers décrits antérieurement. 

 Ces résultats montrent que l’inhibition des HDAC par la TrichoA entraine une 

diminution de l’expression de TNF-α (Figure 3A) et d’IL-6 (Figure 3B) en réponse au LPS 

dans les cellules THP-1. Par ailleurs, on observe une augmentation de l’expression de la TTP 

(Figure 4A) et une diminution de Btk (Figure 4B). L’hyperacétylation des histones par 

inhibition des HDAC s’accompagne donc d’une diminution  de la réponse inflammatoire 

dépendante du TNF-α et de l’IL-6 en réponse au LPS, confirmant les précédents travaux 

montrant le potentiel rôle anti-inflammatoire des inhibiteurs d’HDAC.  
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A.   Expression de TNF-alpha par les THP-1 en 

présence de TrichoA
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B.   Expression d'IL-6 par les THP-1 en présence 

de TrichoA
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Figure 3 : Etude de la synthèse de TNF-α (A) et d’IL-6 (B) dans les THP-1 activés ou non par 

le LPS. Les cellules ont été mises en présence pendant 24 heures de TrichoA à des 

concentrations variables (1, 2, et 5 μM). Le contrôle C correspond a un temps d‘incubation de 

72 heures en l’absence de 5-Aza. Ces cellules ont été incubées par la suite avec du RPMI + 

5% de SVF (Milieu) pendant 6 heures ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de SVF pendant 4 et 8 

heures. Le TNF-α et l’IL-6 ont été dosés dans les surnageants de culture par un test ELISA 

sandwich. Les valeurs représentent les moyennes de trois essais effectués en double avec des 

FLS et THP-1 isolés de trois patients différents. Les écart-types indiquent la déviation 

standard. 
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Expression de Btk dans les cellules THP-1 activées par 

le LPS
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Expression de TTP dans les cellules THP-1 activées par 
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Figure 4 : Etude de l’expression de l’ARNm de Btk(A) et de la TTP (B) dans les THP-1 

activés ou non par le LPS. Les cellules ont été mises en présence pendant 24 heures de 

TrichoA à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM). Le contrôle C correspond a un temps 

d‘incubation de 24 heures en l’absence de TrichoA. Ces cellules ont été incubées par la suite 

avec du RPMI + 5% de SVF (Milieu) pendant 6 heures ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de SVF 

pendant 4 et 8 heures. Les ARNs messagers de Btk et de la TTP ont été analysés, après 

extraction de l’ARN total, par RT-qPCR en utilisant les primers décrits antérieurement. Les 

valeurs représentent les moyennes de trois essais effectués en double avec des FLS et THP-1 

isolés de trois patients différents. Les écart-types indiquent la déviation standard. 
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 3. L’expression du miR-346 est régulée positivement par la TrichoA et 

négativement par le 5-Aza, en réponse au LPS dans les FLS et les cellules THP-1 

 

 En accord avec les résultats de nos études précédentes sur le rôle du miR-346 dans le 

contrôle du TNF-α, nous nous sommes intéressés l’expression de ce miR-346  en fonction de 

l’acétylation des histones  et de la méthylation de l’ADN.  

Les cellules THP-1 (10
7
 cellules par puit d’activation) et les FLS (10

6
 cellules par puit 

d’activation) ont été incubées :  

 - soit pendant 24 heures en présence de TrichoA à des concentrations variables (1, 2, 

et 5 μM). Le contrôle C correspond a un temps d‘incubation de 24 heures en l’absence de 

TrichoA.  

 - soit pendant 72 heures en présence de 5-Aza à des concentrations variables (1, 2, et 5 

μM) ; le 5-Aza a été ajouté toutes les 24 heures dans chaque puit. Le contrôle C correspond a 

un temps d‘incubation de 72 heures en l’absence de 5-Aza 

Après cette incubation initiale, les cellules THP-1 et les FLS ont été ré-incubées en présence 

de LPS (1μg/L)  pendant 4 heures, le contrôle milieu correspond à une incubation de 4 heures 

en l’absence de LPS. Après extraction totale de l’ARN, les RT-qPCR des miR-346, 125b et 

939 ont été réalisée avec le kit miSCRIPT system comprenant les primers pour chacun de ces 

miARNs. Afin de confirmer l’activation cellulaire, un dosage de TNF-α et d’IL-6 ont été 

réalisés par un test ELISA sandwich (résultats non montrés).  

 Ces résultats montrent tout d’abord que l’ajout de 5-azacytidine entraine une 

diminution significative de l’expression du miR-346 dans les FLS en réponse au LPS (figure 

5A) alors que l’expression des miR-125b et 939 est augmentée. Dans les cellules THP-1, on 

observe une réponse similaire avec une diminution modérée de l’expression du miR-346 avec 

par contre une augmentation significative de celles des miR-125b et 939 (figure 5B). Par 

contre, l’ajout de TrichoA dans les milieux de culture des FLS (figure 6A) et des cellules 

THP-1 (figure 6B) entraine une augmentation de l’expression du miR-346 en réponse au LPS 

ainsi que, à moindre mesure, celle des miR-125b et 939.  
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A.   Expression des miARNs dans les FLS activés par le 

LPS en présence de 5-Aza

0

5

10

15

Contrôle 5aza 1uM 5aza 2uM 5aza 5uM

F
o

ld

miR-125b

miR-346

miR-939

 

 

B.  Expression des miARNs par les THP-1 activées par le 
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Figure 5 : Etude de l’expression par RT-qPCR des miR-125b, miR-346 et miR-939 dans les 

FLS (A) et THP-1 (B) activés ou non par le LPS. Les cellules ont été mises en présence 

pendant 72 heures de 5-Aza à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM) ; le 5-Aza a été 

ajouté toutes les 24 heures dans chaque puit pendant 24 heures. Le contrôle correspond à 

l’absence de 5-Aza. Ces cellules ont été par la suite incubées avec du RPMI + 5% de SVF 

(Milieu) ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de SVF pendant 4h. Le milieu, utilisé comme 

étalonnage, n’est pas représenté. Les valeurs représentent les moyennes de trois essais 

effectués en double avec des FLS et THP-1 isolés de trois patients différents. Les écart-types 

indiquent la déviation standard. 
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A. Expression des miARNs dans les FLS activés par le 

LPS en présence de TrichoA
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B. Expression des miARNs dans les THP-1 activées 

par le LPS en présence de TrichoA
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Figure 6 : Etude de l’expression par RT-qPCR des miR-125b, miR-346 et miR-939 dans les 

FLS (A) et THP-1 (B) activés ou non par le LPS. Les cellules ont été mises en présence 

pendant 24 heures de TrichoA à des concentrations variables (1, 2, et 5 μM). Ces cellules ont 

été par la suite incubées avec du RPMI + 5% de SVF (Milieu) ou du LPS (1μg/mL)  + 5% de 

SVF pendant 4h. Le milieu, utilisé comme étalonnage, n’est pas représenté. Les valeurs 

représentent les moyennes de trois essais effectués en double avec des FLS et THP-1 isolés de 

trois patients différents. Les écart-types indiquent la déviation standard. 
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 4. La modulation de l’expression de Btk par le miR-346 permet de rétablir 

l’expression du TNF-α après ajout de TrichoA et de 5-Aza dans les cellules THP-1 en 

réponse au LPS. 

 

 Compte tenu des résultats précédents, nous avons voulu démontrer que le rôle de la 

TrichoA ou du 5-Aza sur la synthèse du TNF-α dans les cellules THP-1 en réponse au LPS 

dépendant de l’expression de Btk via le miR-346.  

Les cellules THP-1 (10
6
 cellules par puit d’activation) ont été incubées soit pendant 24 heures 

en présence de TrichoA à 5 μM avec un contrôle C correspondant a un temps d‘incubation de 

24 heures en l’absence de TrichoA, soit pendant 72 heures en présence de 5-Aza à 5 μM ; le 

5-Aza a été ajouté toutes les 24 heures dans chaque puit. Le contrôle C correspond a un temps 

d‘incubation de 72 heures en l’absence de 5-Aza. Ces cellules ont été ensuite soit 

transfectées par un inhibiteur de miR-346, par un mimic de miR-346 ou  par un contrôle 

négatif Clear-MiR ne ciblant aucun miARNs, soit elles ont été mises en présence du LFM-

A13, un inhibiteur de Btk, à 172 mM pendant 1 heure. Un contrôle de cellules non 

transfectées sans LFM-A13 a également été utilisé. Après 24 heures, ces cellules ont été 

activées par le LPS pendant 4 et 8 heures. Le contrôle milieu correspond à une incubation de 

6 heures en l’absence de LPS. Les dosages de TNF-α et d’IL-6 ont été réalisés par un test 

ELISA sandwich. L’ARN messager de Btk a été analysé, après extraction de l’ARN total, par 

RT-qPCR en utilisant les primers décrits antérieurement. L’expression du miR-346 par RT-

qPCR a été analysée afin de confirmer l’efficacité de chaque transfection soit par son 

augmentation pour le mimic, soit par sa diminution pour l’inhibiteur (résultats non montrés). 

 L’analyse de ces résultats confirme tout d’abord que l’inhibition de l’expression de 

Btk par la transfection d’un mimic du miR-346 ou par le LFM-A13 est corrélée à une 

diminution de synthèse du TNF-α dans les cellules THP-1 en réponse au LPS (Figure 7A).  

Par ailleurs, ces résultats montrent que la synthèse de TNF-α par les cellules THP-1 

transfectées par le mimic du miR-346 n’est plus augmentée après exposition au 5-Aza comme 

constatée précédemment sans transfection. Des résultats similaires ont également été montrés 

avec l’utilisation du LFM-A13. Enfin, la réexpression de Btk par la transfection d’un 

inhibiteur du miR-346 dans les cellules THP-1 après exposition à la TrichoA permet une 

augmentation de l’expression du TNF-α en réponse au LPS, annulé par l’ajout de l’inhibiteur 

de Btk LFM-A13 (Figure 7B). Ces résultats semblent donc démontrer que la régulation 

épigénétique du TNF-α par acétylation des histones ou par méthylation de l’ADN des cellules 

THP-1 via TLR4 est liée à l’expression de la protéine Btk par l’intermédiaire du miR-346.  
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A.   Expression du TNF-a dans les THP-1 activées par le 

LPS
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B.   Expression du TNF-a dans les cellules THP-1 activées 

par le LPS
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Figure 7 : Synthèse de TNF-α dans les cellules THP-1 activés ou non par le LPS avec : 

 . Figure 7A = transfection soit par le mimic du miR-346 soit par un contrôle ne ciblant 

aucun miRNA (Contrôle), en présence ou non de 5-Aza à 5μM et de LFMA-13 à 172mM. 

 . Figure 7B = transfection soit par l’inhibiteur du miR-346 soit par un contrôle ne 

ciblant aucun miRNA (Contrôle), en présence ou non de TrichoA à 5μM et de LFMA-13 à 

172mM.  

Les THP-1 on été incubés avec du RPMI + 5% de SVF (Milieu) ou du LPS (1μg/mL) + 5% 

de SVF pendant 4 et 8 h. Les valeurs représentent les moyennes de deux essais effectués en 

double avec des FLS isolés de trois patients différents. Les écart-types indiquent la déviation 

standard 
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DISCUSSION 

 

 Le rôle des mécanismes épigénétiques tels que l’acétylation des histones, la 

méthylation de l’ADN ou les miARNs dans l’inflammation est encore mal connu. Dans les 

cancers, l’utilisation de thérapies efficaces ciblant ces mécanismes épigénétiques ont permis 

de mieux comprendre et de proposer des hypothèses mécanistiques quant à leur place dans la 

régulation de la prolifération et de l’apoptose cellulaire.  

 Dans la PR, il a été montré que l’agressivité des FLS était corrélée au degré 

d’hypométhylation de l’ADN (Karouzakis et al., 2009). De même, l’hypométhylation du 

promoteur d’IL-6 entrainait une augmentation de l’expression de cette IL-6 en réponse au 

LPS (Nile et al., 2008). Nous avons donc tout d’abord confirmé ces résultats en montrant que 

l’hypométhylation par un agent déméthylant, le 5-Aza, permettait une augmentation 

significative de l’expression de cytokines inflammatoires comme l’IL-6 ou le TNF-α en 

réponse au LPS dans les cellules macrophagique THP-1, et dans les FLS mais uniquement 

pour l’IL-6 (résultats non montrés). L’utilisation thérapeutique d’un agent déméthylant dans 

la PR ne semble pas être intéressante au vue de ces résultats.  

Cependant, tout comme dans les cellules néoplasiques, nous nous sommes intéressés à la 

compréhension de cet effet pro-inflammatoire de l’hypométhylation, notamment sur le TNF-

α.  En accord avec nos précédents résultats, nous avons montré que l’augmentation du TNF-α 

en réponse au LPS par l’hypométhylation avec le 5-Aza était directement liée à la régulation 

de Btk. En effet, on observe une augmentation de l’expression de Btk et la diminution de la 

TTP expliquant la stabilité augmentée de l’ARNm du TNF-α permettant sa traduction. Nous 

avons confirmé qu’il s‘agissait bien d’un mécanisme Btk dépendant puisque l’utilisation d’un 

inhibiteur de Btk diminue l’expression du TNF-α. Du fait de ces résultats, les études de 

méthylation et de présence d’ilots CpG au niveau des promoteurs de Btk s’avéreraient être 

intéressantes. Une hypométhylation d’un ou plusieurs promoteurs permettrait d’expliquer 

l’augmentation de l’expression de l’ARNm de Btk en réponse au 5-Aza.  Cependant, nous 

avons également montré que l’expression du miR-346 était diminuée après hypométhylation 

par le 5-aza et que la transfection d’un analogue de ce miR-346 annulait l’effet du 5-Aza sur 

l’expression de Btk en diminuant son expression. Il s’avère donc que la modulation de Btk par 

la méthylation soit dépendante de l’expression du miR-346.  

Il est intéressant de noter que, probablement, l’hypométhylation de l’ADN a un effet indirect 

sur l’expression du miR-346 puisqu’on observe une diminution de son expression alors que 

les expression des miR-125b et 939 sont augmentées. Plusieurs études ont démontré que 
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différents mécanismes pouvaient interférer avec le contrôle de l’expression de miARNs. 

L’équipe de Zhang (Zhang et al., 2012) a montré que, dans certaines hémopathies 

caractérisées par la surexpression de c-myc, la répression du miR-29 était liée à l’interaction 

de c-myc au niveau de promoteur d’enzymes contrôlant l’acétylation des histones comme 

l’HDAC3 ;  l’augmentation de l’activité d’HDAC3 entraine une déacétylation de la région du 

miR-29 et la diminution de son expression. D’autres études avaient également mis en 

évidence le rôle de facteur de transcription  dans le contrôle de miARNs via l’acétylation des 

histones (Chang et al., 2011 ; Sampath et al., 2012).  

Dans notre modèle, l’hypométhylation pourrait amener à l’augmentation de synthèse d’un 

facteur de transcription pouvant alors interagir et contrôler l’acétylation de la région du miR-

346 par l’intermédiaire des HDACs. Cette hypothèse pourrait être corrélée avec les résultats 

obtenus avec la TrichoA  (Figure 6). 

 Contrairement à la méthylation de l’ADN, l’hyperacétylation ne s’accompagne pas 

d’une augmentation de synthèse de cytokines inflammatoires dans la PR mais une diminution 

de leur expression, notamment pour l’IL-6 et le TNF-α (Grabiec et al., 2010 ; Sato et al., 

2006). L’utilisation d’inhibiteurs des HDACs, comme la TrichoA, s’accompagne d’une 

diminution de l’inflammation synoviale alors que la conformation de la chromatine est 

favorable à la transcription (Nishida et al., 2004).  Nous avons tout d’abord confirmé ces 

travaux antérieurs à partir de notre modèle cellulaire THP-1 en montrant que l’utilisation d’un 

inhibiteur d’HDAC, la TrichoA, est corrélée à la diminution significative de synthèse de TNF-

α et d’IL-6 en réponse au LPS. De la même manière que pour le 5-Aza, nous avons montré 

que cette diminution de TNF-α était liée à l’augmentation de l’expression de la TTP et la 

diminution de celle de Btk. L’expression du miR-346 était augmentée et l’utilisation d’un 

inhibiteur de miR-346 permettait de rétablir l’expression de TNF-α en présence de la 

TrichoA. Il semblerait donc que l’expression du miR-346 soit dépendante de la conformation 

de la chromatine et que l’hyperacétylation des histones par la TrichoA permet l’augmentation 

de son expression. Afin de faire le lien avec l’étude précédente sur la méthylation de l’ADN, 

il serait intéressant d’analyser l’activité des HDACs après déméthylation. En effet, une 

augmentation de l’expression des HDAC, soit par la déméthylation des promoteurs des 

HDACs soit par l’augmentation de l’expression d’un facteur de transcription interagissant 

avec les promoteurs des HDACs, permettrait de faire le lien entre diminution de l’expression 

du miR-346 et l’hypométhylation médiée par le 5-Aza (Figure 8).  
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Figure 8 : Schéma représentatif du rôle des mécanismes d’acétylation des histones et de 

méthylation de l’ADN dans le contrôle de l’expression de la protéine Btk via le miR-346.   

La déméthylation via la 5-Azacytidine diminue l’expression de miR-346 et augmente celle de 

Btk probablement par modulation de l’acétylation des histones. De manière inverse, la 

méthylation de l’ADN pourrait entrainer une augmentation de l’expression de miR-346 par 2 

mécanismes : soit directement sur l’ADN du miR-346, soit indirectement via l’inhibition de 

l’acétylation des histones.  

L’utilisation de la TrichoA accentue l’acétylation des histones par inhibition des HDAC, et 

entraine l’augmentation de l’expression du miR-346.  

La méthylation de l’ADN et l’acétylation des histones entraineraient donc une diminution de 

l’expression de Btk et du TNF-α en réponse au LPS via le miR-346.   
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 Au vue de l’ensemble des résultats de ce travail, nous avons donc pu contribuer à la 

compréhension de certains mécanismes de contrôle de l’inflammation et répondre aux 

objectifs proposés : 

 -   nous avons pu tout d’abord faire le lien entre la protéine Btk et l’expression du 

TNF-α par la voie TLR4 : Btk contrôle l’expression de la protéine TTP qui dégrade l’ARNm 

du TNF-α.  

 -   nous avons également mis en évidence le rôle du miR-346 dans le contrôle de la 

protéine Btk et donc de l’expression du TNF-α. Nous avons également mis en avant le 

potentiel effet anti-TNF-α de ce miR-346.  

 -  enfin, nous avons montré que le contrôle de l’inflammation, notamment la synthèse 

de TNF-α, par les phénomènes d’acétylation des histones ou de déméthylation de l’ADN 

dépendait au moins en partie de cette coopération entre le miR-346 et la protéine Btk.  

 

 L’analyse de ces résultats ouvre certaines perspectives de travaux ultérieurs qui 

permettraient d’une part d’approfondir les données actuelles et, d’autre part, d’envisager des 

applications cliniques dans le domaine de la PR mais également en cancérologie. Parmi les 

principales pistes à développer :  

 

 1) L’identification de la cible du miR-346 : nous avons montré par plusieurs 

expériences que l’expression de Btk et celle du miR-346 était étroitement liée. Cependant, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence la relation directe entre miR-346 et l’ARNm de Btk. 

Nous avons réalisé un test à la luciférase dans des cellules HEK : la transfection de l’analogue 

du miR-346 en présence de la région 3’UTR de l’ARNm de Btk associée au gène rapporteur 

de la luciférase ne s’accompagne pas d’une diminution de l’activité de la luciférase (résultats 

non montrés). Ceci montre qu’il n’y a, à priori, pas d’interaction entre le miR-346 et la région 

3’UTR de l’ARNm de Btk. Par contre, plusieurs études ont montré que certains miARNs 

peuvent interagir avec leurs ARNm cibles sur d’autres régions qu’en 3’UTR, notamment en 

5’UTR (Gray et al., 2010) ou dans la région codante de l’ARNm (Tay et al., 2008). L’équipe 

de Tsai et al. (2009) ont montré que miR-346 interagissait avec la région 5’UTR de l’ARNm 

de RIP140. Par ailleurs, l’analyse statistique à partir de la base de données de miARNs Sanger 

Institute montre que le miR-346 pourrait interagir avec plusieurs régions de l’ARNm de Btk, 

notamment au niveau sa région codante. De nouveaux tests à la luciférase pourraient donc être 

réalisés, comportant cette fois ci la région codante de l’ARNm de Btk ainsi que la région 

5’UTR. Une autre cible potentielle et additionnelle du miR-346 est le facteur de transcription 
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PU-1. En effet, toujours selon la base de données Sanger Institute, miR-346 pourrait cibler la 

région 3’UTR de l’ARNm de ce facteur de transcription PU-1. Ceci serait particulièrement 

intéressant puisque PU-1 interagit avec la région promotrice du gène de Btk. 

 

 2) Les autres rôles de miR-346 : en effet, chaque miARN peut cible statistiquement 

plusieurs centaines d’ARNm. Il serait donc très improbable que ce miR-346 ne cible que 

l’ARNm de Btk ou de PU-1. D’autre part, il serait intéressant d’analyser l’ensemble des 

modifications apportées après régulation de l’expression de miR-346 au niveau du 

transcriptome et de la protéomique. Nous avions débuté cette analyse en proposant la 

réalisation d’un microarray du transcriptome de cellules THP-1 activées par le LPS, 

transfectées par l’analogue du miR-346 et comparé aux cellules THP-1 non transfectées ou 

transfectées avec un contrôle négatif.  Cette expérience n’a pu aboutir dans un premier temps 

mais pourrait être reconduite. Les résultats de cette étude permettraient de déterminer d’autres 

voies de régulation du miR-346 mais également de Btk.  

 

 3) L’utilisation in vivo du miR-346 : au vue de son activité anti-TNF-α, le miR-346 

s’avère donc être potentiellement intéressant sur le plan thérapeutique dans la PR. Nous avons 

proposé d’évaluer son efficacité à partir d’un modèle in vivo murin. Nous avons contacté et 

collaboré avec l’équipe des Drs Neumann et Muller-Ladner de l’université Justus-Liebig de 

Giessen en Allemagne à propos d’un modèle murin Hu-RA-SCID (Wünder et al., 2003 ; 

Lefevre et al., 2009 ; Serrati et al, 2011). Il s’agit d’une souris immunodéprimée SCID, à 

partir de laquelle une greffe sous-cutanée de tissus synovial est réalisée. Ce tissu provient 

d’une membrane synoviale humaine d’un patient atteint de PR, prélevée lors d’une 

intervention chirurgicale. Des travaux antérieurs avaient montré que l’expression de TNF-α 

humain est augmentée chez ces souris Hu-RA-SCID à la fois au niveau sanguin et 

localement ; l’utilisation d’un anticorps anti-TNF-α permettait une diminution de l’expression 

de TNF-α et une inhibition de la prolifération de la synoviale greffée (Matsuno et al., 2002). 

Nous avons donc proposé d’évaluer l’efficacité du miR-346 sur ce modèle murin Hu-RA-

SCID comparativement à un anticorps anti-TNF-α. Nous avons tout d’abord modélisé le miR-

346 par l’ajout de groupements O-Methyl en 5’ et Cholestérol en 3’, permettant son passage 

passif dans la membrane cellulaire du milieu extracellulaire au cytosol cellulaire (Mercatelli 

et al., 2008). Ce miR-346 modifié a été synthétisé et produit par Perbio Science France. Les 

premiers résultats n’ont pas été contributifs en raison de problème technique et 
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d’approvisionnement en membrane synoviale humaine. Cependant, ces travaux sont 

actuellement poursuivis et devrait amener à des résultats.  

 

 4) Le rôle de Btk et du miR-346 en cancérologie : compte tenu de son implication 

dans d’autres voies que celles des TLRs comme la voie du BCR et du récepteur BAFF-R, la 

recherche de l’implication de la protéine Btk et du miR-346 dans d’autres modèles que la PR 

semble être prometteuse. Notamment, de nombreuses études récentes ont montré l’intérêt de 

l’utilisation de l’inhibiteur spécifique et irréversible de Btk , le PCI-32765 ou Ibrutinib®,  en 

hématologie notamment dans le traitement de la leucémie lymphoïde chronique, le lymphome 

agressif et le myélome (Edwards et al., 2012 ; Herman et al., 2011 ; Honigberg et al., 2010 ; 

Ponader et al., 2012 ;  De Rooij et al., 2012). L’équipe de Yang et al. (2012) ont mis en 

évidence l’importance de l’inhibition la protéine Btk dans la réponse au lenalidomide, un 

traitement immunomodulateur, dans les cellules de lymphome agressif de type ABC via 

l’hyperactivation constitutionnelle de MyD88 et du BCR. En effet, l’inhibition de Btk permet 

de diminuer la synthèse de protéines oncogénique via la diminution de l’activité de NF-κB et 

le lenalidomide augmente la réponse à l’interféron entrainant une réponse pro-apoptotique 

(figure 25). 

 

 

 Figure 25 : Schéma représentatif du rôle de Btk dans la réponse au lenalidomide des 

cellules de lymphomes agressifs (Yang et al., 2012).  
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Compte tenu du rôle de Btk dans la pathogénie de ces hémopathies et de l’impact des 

traitements anti-Btk, l’étude de l’expression de miR-346 dans ces modèles parait donc 

particulièrement intéressante. Le profil d’expression de ce miR-346 permettrait de définir une 

signature Btk et permettrait de mieux adapter les traitements chez les patients en fonction de 

ce profil.  

Un autre modèle d’hémopathie particulièrement intéressant est celui des hémopathies 

lymphoïdes T liées au rétrovirus HTLV-1. En effet, à la différence des autres hémopathies 

caractérisées par la prolifération d’un lymphocyte B exprimant de manière constitutionnelle la 

protéine Btk, l’intérêt d’un inhibiteur de Btk dans les hémopathies de type T semble moins 

évident compte tenu de l’absence d’expression constitutionnelle de la protéine Btk dans les 

lymphocytes T.  Cependant, il a été montré que, dans les lymphocytes T infectés par HTLV-1, 

la protéine virale Tax interagissait avec la protéine TTP en la réprimant par un mécanisme 

inconnue (Twisere et al., 2003). Ceci expliquant l’augmentation significative de synthèse de 

TNF-α entrainant la prolifération des cellules tumorales. Par analogie avec nos résultats, il 

serait donc très intéressant d’étudier l’expression de la protéine Btk dans ces lymphocytes T 

infectés. Si ces résultats venaient à confirmer la présence de Btk et son rôle dans ce 

mécanisme, des travaux devront alors être réalisés quant à l’identification du rôle de 

l’intégration virale dans le contrôle de Btk, notamment via l’expression du miR-346 et par les 

mécanismes d’acétylation et de méthylation.  
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RESUME 

 

 
 Appartenant à la famille des Tec kinase, le rôle de la protéine Btk ou Bruton tyrosine 

kinase est essentiellement connue dans le développement et la maturation des lymphocytes B. 

C’est la compréhension du déficit immunitaire de l’agammaglobulinémie lié à l’X ou maladie 

de Bruton, par la mise en évidence de mutations inactivatrices dans le gène de la protéine Btk, 

qui a permis de mieux comprendre la place de cette protéine Btk. Son interaction avec le 

récepteur BCR du lymphocyte B permet l’activation de plusieurs facteurs de transcription 

dont NF-κB et les MAPKs régulant de nombreuses protéines intervenant dans la maturation et 

la prolifération cellulaire.  

Cependant, l’expression de la protéine Btk ne se limite pas aux lymphocytes B mais elle est 

également exprimée dans les cellules de l’immunité innée telles les monocytes, macrophages, 

polynucléaires neutrophiles et mastocytes. Le rôle de Btk dans ces cellules n’est pas 

clairement élucidé. Btk interviendrait dans la régulation de la voie des récepteurs Toll Like ou 

TLRs. Ces récepteurs reconnaissent des ligands appelés PAMPs (pour Pathogen Associated 

Molecular Pattern) entrainant 2 types de réponses : la voie MyD88 activant NF-κB et la 

synthèse de cytokines pro inflammatoires comme le TNF-α, et la voie TRIFF activant le 

facteur de transcription IRF3 et la synthèse d’interféron de type I. La protéine Btk interagirait 

sur ces 2 voies de signalisation soit directement par phosphorylation d’IRF3, soit par 

l’intermédiaire d’une protéine adaptatrice appelée Mal qui, phosphorylée, pourra interagir 

avec MyD88. Il a été montré que la protéine Btk régulait l’expression du TNF-α dans les 

macrophages en réponse au lipopolysaccharide ou LPS, ligand de TLR4 dépendant de la voie 

MyD88. Cette régulation n’interviendrait pas au niveau transcriptionnel mais post-

transcriptionnel sur la stabilité de l’ARNm du TNF-α par un mécanisme jusqu’alors inconnu.  

 Nous nous sommes donc intéressés à cette régulation de la stabilité de l’ARNm du 

TNF-α  par la protéine Btk en réponse au LPS ligand de TLR4. Nous avons utilisé le modèle 

de pathogénie de la polyarthrite rhumatoïde (PR), étant donné le rôle principal du TNF-α dans 

la physiopathologie de cette maladie. La PR se caractérise par une prolifération de la 

membrane synoviale liée à un infiltrat important de cellules immunitaires dont notamment les 

macrophages, neutrophiles, mastocytes mais également les lymphocytes B et T. La cellule 

résidente de cette membrane synoviale, le fibroblaste synoviocytaire ou FLS, joue également 

un rôle clé dans ce processus inflammatoire. Elle interagit avec les autres cellules 

immunitaires permettant la pérennisation de l’inflammation. En réponse aux PAMPs via la 
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voie TLR, les FLS peuvent exprimer certaines cytokines inflammatoires comme l’IL-6 ou l-

IL-8, par contre ils n’expriment pas d’IL-18 et notamment pas de TNF-α.  

 Nous avons donc tout d’abord utilisé ce modèle cellulaire du FLS et son absence 

d’expression du TNF-α en réponse au LPS. Nous avons confirmé que l’absence de sécrétion 

du TNF-α en réponse au LPS dans les FLS n’était pas liée à une diminution de la transcription 

de son ARN messager mais à une instabilité de celui-ci.  

Parmi les facteurs intervenant dans les mécanismes d’instabilité de l’ARNm, nous nous 

sommes intéressés en premier lieu au rôle potentiel des microARNs (miARNs). Il s’agit de 

petites molécules d’ARN simple brin, non codantes, synthétisées de manière endogène dans le 

noyau cellulaire par une polymérase puis maturées dans le cytoplasme par un complexe 

enzymatique appelé Dicer. Après maturation, le miARN pourra interagir par complémentarité 

de bases dans la région 3’ UTR de l’ARNm cible et se fixer par l’intermédiaire d’un autre 

complexe enzymatique RISC. Une fois fixé, le miARN va intervenir selon 2 modes : soit par 

recrutement de nucléases détruisant l’ARNm cible, soit par inhibition de la machinerie 

traductionnelle.  

Nous avons initialement réalisé un microarray de miARNs dans les FLS activés par le LPS. 

Nous avons montré que, parmi les miARNs qui avaient une expression significativement 

augmentée, 2 pouvaient cibler statistiquement la région 3’UTR de l’ARNm du TNF-α, les 

miR-125b et 939. Nous avons donc utilisé des inhibiteurs des miR-125b et -939 que nous 

avons transfectés dans les FLS : après inhibition de ces 2 miARNs, on n’a pas observé de 

sécrétion de TNF-α ou de stabilité de son ARNm en réponse au LPS,  ceci confirmant que ces 

miARNs n’interviendraient pas dans ce mécanisme de contrôle. Nous nous sommes alors 

intéressés à un autre miARN, le miR-346, dont l’expression était la plus augmentée en 

réponse au LPS. Après inhibition de ce miR-346 par la transfection d’un inhibiteur spécifique 

dans les FLS, nous avons observé une stabilité de l’ARNm du TNF-α en réponse au LPS ainsi 

qu’une augmentation du TNF-α intra cytoplasmique. Parmi les cibles potentielles du miR-

346, la région 3’UTR de l’ARNm de Btk était statistiquement retrouvée. Btk n’est pas 

exprimée de manière constitutionnelle dans les FLS. Nous avons montré que l’inhibition du 

miR-346 dans ces FLS permettait la réexpression de la protéine Btk. Nous avons par ailleurs 

démontré que l’utilisation d’un inhibiteur de Btk, le LFM-A13, dans ces FLS transfectés par 

l’inhibiteur du miR-346 annulait l’augmentation du TNF-α intracytoplasmique et la 

stabilisation de son ARNm. Le miR-346 contrôle donc négativement  l’expression du TNF-α 

dans les FLS en réponse au LPS par l’intermédiaire de la protéine Btk.   
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Nous avons ensuite étudié le mécanisme de contrôle de la stabilité de l’ARNm du TNF-α par 

Btk. En dehors des miARNs, il existe d’autres systèmes intervenant sur la stabilité de 

l’ARNm comme les protéines RBP. Il s’agit de complexes protéiques interagissant également 

au niveau de la région 3’UTR des ARNm permettant la régulation des nucléases soit en les 

recrutant soit en les inhibant. Parmi ces protéines, la tristétraproline  ou TTP est connue pour 

réguler négativement la stabilité de l’ARNm du TNF-α. Nous avons montré que dans les FLS 

activés par le LPS ne sécrétant pas de TNF-α, l’ARNm de la TTP était exprimée. La 

transfection de l’inhibiteur du miR-346 dans ces FLS entrainait la diminution de l’expression 

de l’ARNm de la  TTP. Cette diminution est annulée par l’ajout du LFM-A13 ce qui montre 

que Btk régule la stabilité de l’ARNm du TNF-α par inhibition de l’expression de la TTP.  

Dans ces FLS, nous avons donc un modèle physiologique de contrôle du TNF-α via la voie 

TLR4 : l’ARNm du TNF-α est dégradé par la présence de la TTP du fait de l’absence de Btk 

par le miR-346. 

 Nous avons alors utilisés ce modèle cellulaire physiologique anti-TNF-α afin de le 

transposer au modèle cellulaire des macrophages sécrétant du TNF-α en réponse au LPS. En 

effet, nous avons montré tout d’abord que l’activation par le LPS des cellules macrophagiques 

THP-1 n’était pas corrélée à une augmentation de l’expression du miR-346. Par contre, cette 

activation entraine une augmentation de l’expression de Btk et une diminution de l’expression 

de la TTP. Nous avons alors transfecté ces cellules THP-1 par un analogue du miR-346. On 

observe une diminution significative de l’expression du TNF-α en réponse au LPS ainsi 

qu’une diminution de l’expression de Btk et une augmentation de celle de la TTP. Des 

résultats similaires ont été observés par l’utilisation de l’inhibiteur de Btk, le LFM-A13. 

Enfin, l’utilisation d’un siARN ciblant et inhibant l’ARNm de la TTP s’accompagne d’une 

réaugmentation de l’expression du TNF-α et ce malgré l’inhibition de Btk soit par l’analogue 

du miR-346 soit par le LFM-A13. Le miR-346 s’avère donc être un anti-TNF-α de par sa 

régulation négative sur l’expression de Btk via la TTP.  

 Nous nous sommes ensuite intéressés aux rôles d’autres facteurs épigénétiques dans la 

régulation du TNF-α par la protéine Btk, dont l’acétylation des histones et la méthylation de 

l’ADN. La méthylation de l’ADN se caractérise par l’ajout d’un groupement méthyl au 

niveau d’ilots CpG localisés à proximité des promoteurs. L’ajout de ce groupement inhibe 

l’activation du promoteur et donc la transcription. Des études antérieures avaient montré que 

l’ajout d’un agent hypométhylant comme le 5-azacitydine ou 5-Aza était corrélé à 

l’augmentation de production de cytokines inflammatoires comme l’IL-6 et le TNF-α dans les 

macrophages et les membranes synoviales de PR.  Nous avons montré que l’ajout de 5-Aza 
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dans les cellules THP-1 augmentait la synthèse de TNF-α en réponse au LPS et était associé à 

une augmentation de l’expression de Btk et à la diminution de celle de la TTP. L’expression 

du miR-346 était par contre légèrement diminuée et la transfection d’un analogue du miR-346 

dans ces cellules THP-1 avec le 5-Aza permettait de diminuer la sécrétion de TNF-α. Ceci 

montre que la régulation du TNF-α par l’hypométhylation de l’ADN est dépendante de 

l’expression de Btk via notamment miR-346 de manière indirecte.  

Nous avons ensuite étudié la machinerie de l’acétylation des histones. En fonction de la 

conformation de la chromatine, l’ADN est plus ou moins accessible aux facteurs de 

transcription. Ce sont les histones qui régulent cette conformation ; l’acétylation de ces 

histones s’accompagne d’une décompaction de l’ADN. Cette acétylation est dépendante de 

l’équilibre entre les enzymes qui augmentent l’acétylation comme les HAT ou celles qui 

déacétylent comme les HDAC. L’utilisation d’inhibiteurs des HDACs comme la trichostatine 

A ou TrichoA permet de diminuer la synthèse de TNF-α et d’IL-6 dans les macrophages et 

certains modèles murins de PR. Nous avons donc montré que l’utilisation de TrichoA dans les 

cellules THP-1 s’accompagne d’une diminution de synthèse de TNF-α en réponse au LPS, 

d’une augmentation de l’expression du miR-346, de la TTP et une diminution de Btk. 

L’utilisation d’un inhibiteur de miR-346  dans ces cellules THP-1 avec la TrichoA rétablie la 

synthèse de TNF-α. L’hyperacétylation des histones inhibe la synthèse de TNF-α par 

l’intermédiaire du couple Btk-miR-346. 

           

 La protéine Btk a donc une place principale dans la régulation de la synthèse du TNF-

α via la voie TLR4. Le contrôle de l’expression de Btk est fortement lié à la présence du miR-

346. Des études in vitro à partir de modèles murins de polyarthrite rhumatoïde sont en cours 

afin d’évaluer l’intérêt de l’administration de ce miR-346 sur le contrôle inflammatoire. 

Enfin, il serait également intéressant d’analyser l’importance de ce couple Btk-miR-346 dans 

d’autres modèles cellulaires et pathologiques ; Btk a un rôle central dans le mécanisme 

physiopathologique de certaines hémopathies lymphoïdes comme la leucémie lymphoïde 

chronique, le lymphome du manteau ou le myélome. L’étude de l’expression de ce miR-346 

dans ces modèles semble être intéressante, pouvant amener à la synthèse de nouvelle 

thérapeutique ciblant cette voie. 
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Schéma résumant le rôle du couple Btk / miR-346 sur la synthèse du TNF-α par la voie du 

TLR4. Les voies activatrices sont représentées par les flèches vertes et les voies inhibitrices 

par les rouges. Les éléments activés sont entourés en bleu. 
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Régulations épigénétiques et rôles de la protéine Btk dans l’expression 

du TNF-α par la voie des TLRs 

Résumé :  

 

La Bruton tyrosine kinase ou Btk est une protéine dont le rôle dans la maturation des 

lymphocytes B est connu depuis plusieurs années. Par contre, son rôle dans le contrôle de 

l’immunité innée est moins établi. Nous avons montré que, en réponse à la voie des Toll like 

Receptors ou TLRs, Btk régule la stabilité de l’ARN messager du TNF-α par l’intermédiaire 

de la protéine TTP ou Tristétraproline. Par ailleurs, nous avons montré que l’expression d’un 

microARN, le miR-346, régulait négativement la protéine Btk et donc la synthèse de TNF-α. 

L’amplification de l’expression de ce miR-346 par transfection permet d’avoir un effet anti-

TNF-α et anti-Btk interessant notamment dans le modèle cellulaire de la polyarthrite 

rhumatoïde. Enfin, nous avons montré que, en réponse au TLRs, la modulation de 

l’expression du TNF-α en fonction de l’état de méthylation de l’ADN et d’acétylation des 

histones dépendait directement de l’expression du couple miR-346 et Btk. Btk est donc une 

protéine charnière dans le contrôle de l’inflammation par les mécanismes épigénétiques que 

sont les miARNs, la méthylation de l’ADN et l’acétylation des histones. Sur le plan 

thérapeutique, l’inhibition de cette protéine par ces différents mécanismes de régulation 

semble donc être très interessante, à la fois dans les maladies inflammatoires et néoplasiques. 

 

Mots clés : Btk ; TNF-α; microARN ; miR-346 ; TTP ; acétylation des histones ; méthylation 

de l’ADN ;  polyarthrite rhumatoïde  

Abstact :  

Bruton tyrosine kinase, or Btk, is a protein whose role in the maturation of B cells has been 

known for several years. However, its role in the control of innate immunity is less 

established. We have shown that, in response to Toll like Receptors pathway or TLRs, Btk 

regulates the stability of the mRNA of TNF-α via the TTP or Tristetraprolin protein. 

Furthermore, we showed that the expression of microRNA, the miR-346, negatively regulated 

the Btk protein and thus the synthesis of TNF-α. Upregulation of miR-346 by transfection act 

as an anti-TNF-α and anti-Btk drugs, especially in the cellular model of rheumatoid arthritis. 

Finally, we showed that, in response to TLRs, the modulation of the expression of TNF-α 

according to the state of DNA methylation and histone acetylation depended directly on 

crosstalk beetween miR-346 and Btk. Btk is a key protein in the control of inflammation by 

epigenetic mechanisms such as miRNAs, DNA methylation and histone acetylation. As 

therapeutic interest, inhibition of Btk by those different regulatory mechanisms seems to be 

very interesting, both in inflammatory and neoplastic diseases. 

Key words : Btk ; TNF-α ; microRNA ; miR-346 ; TTP ; histone acetylation ; DNA 

methylation ; rheumatoïd arthritis 


