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Editorial de ’ASF

Depuis sa création, un des objectifs de I'Association des Sclérodermiques de France (ASF) est la
participation au FINANCEMENT DE LA RECHERCHE...

Cet ouvrage est donc dans la ligne directe de cet objectif et tend a montrer aux patients mais aussi aux
médecins, chercheurs et donateurs en tous genres, que ASF a bien fait, tout ce qui est présenté, tous les
ans, tant dans les comptes rendus des protocoles financés, que dans la répartition comptable des fonds.

Mais tout ceci n’aurait pu étre fait sans l'initiative et la volonté du Professeur Jean Cabane (chef du service
de Médecine Interne de I'hépital Saint-Antoine a Paris). Il a organisé la recherche sur la sclérodermie, il
a su donner envie aux chercheurs, fédérer, animer, coordonner et suivre cette recherche, tout au long
des années passées. Nous le remercions pour cet engagement aux cotés de I’ASF. Il a aussi su donner
envie aux autres et en particulier a la mutuelle AMPLI pour qu’une bourse de recherche annuelle soit
également mise en place.

Pour vous, malades et entourage, qui participez au financement de la recherche médicale sur la
sclérodermie, il est important de savoir que '’ASF souhaitait montrer aux médecins son intérét pour
la compréhension de la maladie (qui, pourquoi, comment, etc.) et leur prouver l'intérét a faire de la

recherche sur la sclérodermie : les aider & mieux comprendre la maladie, & mieux la diagnostiquer,
a mieux orienter et prendre en charge les malades, a faire de la recherche clinique sur des thérapies,
utiliser les cohortes de malades. Vous avez régulierement et généreusement participé a des enquétes,

des prélévements, des protocoles, des questionnaires ... vous allez voir que votre participation a été,
est et sera toujours utile !

Proposer aux chercheurs et aux médecins de s’intéresser a la sclérodermie en leur apportant notre aide

financiére ne pouvait qu’'étre positif :
TOUTE DECOUVERTE EST UTILE A LENSEMBLE DES MALADES !

Que ce soit en matiére de génétique, d’études pratiques ou cliniques, de médicaments ou de thérapies,
de protocoles de soins, de prise en charge globale de la maladie, tout aboutit un jour a quelque chose.
Dans le livre que vous avez entre les mains, beaucoup d’entre vous ne trouveront pas de réponses a
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4 leurs questions pratiques ou sur leur maladie (cela, vous I'avez dans les documents et ouvrages réalisés
par 'ASF, ces derniéres années), car le but de cet ouvrage est de vous présenter ce qui a été financé par
les fonds dédiés a la recherche par I’ASF : fonds provenant de vos dons faits au cours des dix derniéres
années (prises en référence), lors des manifestations organisées dans les régions, des décés de ceux

qui ont été touchés par la maladie, des coureurs dans les déserts comme dans les courses régionales,
des spectacles divers, des ventes diverses, etc.

Y 4 [ |
Pour vous, médecins, ce livre est |a pour vous montrer ce qui a déja été fait dans la recherche, mais
aussi pour vous aider a orienter cette recherche vers de nouveaux protocoles, a nous proposer des idées
neuves dans la recherche, car la préparation de cet ouvrage nous a permis, entre autres informations,

de nous apercevoir que la recherche sur la sclérodermie localisée et ses différentes formes ou atteintes
étaient absentes de la recherche ! C’est important de faire évoluer la recherche et de pouvoir I'orienter.

Tous les ans, I'ASF fait un appel a projets ! Connectez-vous sur le site pour faire votre proposition, elle
sera examinée attentivement et soigneusement par des experts, avant toute décision d’attribution de
fonds ou non'!

Pour vous, donateurs, généreux et solidaires de notre combat, n’ayez pas de réticences, les fonds
sont utilisés pour cette recherche, siimportante, afin que la maladie ne soit plus RARE, plus ORPHELINE,
mais GUERIE, un jour peut-étre ! Un GRAND MERCI a vous !

En attendant, la vie des malades a déja été soulagée par des aides pratiques et un peu d’éducation
thérapeutique, les atteintes et les séquelles ont été rendues moins difficiles, moins douloureuses,
quelques médicaments ont été trouvés, mais la route est encore longue !

Nous comptons sur vous tous :
Malades, médecins, chercheurs, donateurs pour votre participation ;

Dominique Godard, Présidente de 'ASF -1""'1’/7 e
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Editorial du Conseil scientifique

Depuis sa création, 'ASF a souhaité soutenir la recherche médicale et y consacrer ses fonds collectés.
Il était temps de faire un bilan de 10 années de subventions ; cet ouvrage permet de faire un point sur
les connaissances et les orientations actuelles de la recherche frangaise et francophone. La diversité et
la complémentarité des approches sont remarquables et beaucoup de travaux ont permis des avancées
significatives et des publications dans des revues internationales. Certes, la prise en charge optimale des
malades reste a définir et les traitements spécifiques manquent encore cruellement mais les nombreux
résultats mis en avant dans cet ouvrage expliquent en partie ces insuffisances. En effet, la lecture et
I'analyse de ces résultats permettent de prendre conscience de 'immense complexité de cette maladie
multifactorielle et de son extréme hétérogénéité. Il faut noter 'absence de travaux sur les morphées et nous
préparons des initiatives en ce sens, car ces maladies, beaucoup plus fréquentes que les sclérodermies
systémiques, posent encore beaucoup de questions, ne serait-ce que dans leur classification. Je vous
propose une synthése des travaux menés et des principaux résultats obtenus grace au soutien actif de
I’ASF aux chercheurs dans le domaine. La liste exhaustive des travaux subventionnés est disponible en fin
d’ouvrage. Une sélection des travaux a du étre effectuée pour batir un ouvrage cohérent mais malheureu-
sement quelques auteurs n'ont pas rendu, dans les délais, la synthése de leur travail.

Le syndrome de Raynaud est un élément clinique majeur et clé de la maladie ; il a fait 'objet de plu-
sieurs travaux. C’est un mode d’entrée fréquent dans la sclérodermie systémique et beaucoup de travaux
sont en cours afin d’utiliser ce signe comme marqueur précoce de son évolution. Des outils simples, comme
la recherche d’auto-anticorps et la réalisation d’une capillaroscopie, permettent de fagon trés fine de distin-
guer syndrome Raynaud associé a une maladie systémique du syndrome de Raynaud idiopathique qui est
bénin et pourrait méme parfois étre réversible. Plusieurs équipes ont travaillé sur la physiopathologie de ce
déréglement vasculaire qui touche la microcirculation et est marqué par des anomalies du tonus vasculaire
notamment en réponse a des stress thermiques. Ces phénomeénes de séquences dérégulées de fermeture
et d’ouverture des vaisseaux conduisent a des épisodes transitoires et répétés de manques d’oxygéne ce
qui crée un stress oxydatif. Plusieurs travaux ont été menés sur les implications possibles d’antioxydants
telles les vitamines C et E sans pouvoir montrer qu’une substitution soit, a ce stade, indiquée. Par contre
les inhibiteurs calciques, qui sont le traitement de premiére ligne du spasme vasculaire, permettent de
réduire ce stress oxydatif. Si la microcirculation est une cible essentielle de la maladie, plusieurs travaux
ont également suggéré que les vaisseaux de plus gros calibre pourraient étre touchés dans la maladie et
servir de marqueurs de sévérité. Il semble néanmoins que dans cette atteinte des plus gros vaisseaux, les
facteurs de risque cardiovasculaires classiques (dyslipidémie, diabéte, tabac...), puissent jouer un rdle.
Bien entendu, les régles de prévention du risque cardiovasculaire ne doivent pas étre négligées dans la
sclérodermie systémique.

Plusieurs travaux épidémiologiques régionaux ou nationaux ont été permis grace a I’ASF. lIs ont
notamment confirmé I'importance des solvants industriels, des produits de nettoyage et des colles synthé-
tiques comme facteurs de risque de survenue de sclérodermie systémique. Il faut rappeler qu'une enquéte
professionnelle peut étre utile dans cette maladie. D’autres approches épidémiologiques ont fait appel au
recrutement des familles de cas de patients et de familles contréles, cette stratégie a notamment permis
de confirmer la rareté des formes multiples de sclérodermie systémique au sein des familles d’'un membre
atteint, mais la fréquence plus grande de différentes maladies auto-immunes au sein de ces familles dont
notamment les thyroidites et les connectivites au sens plus large. Cette agrégation conforte I'hypothése
d’'un fond génétique commun a différentes maladies auto-immunes systémiques et spécifiques d’organes.

Plusieurs projets ont porté sur des domaines peu étudiés jusqu’a présent. En effet, si la sclérodermie
systémique peut conduire a des complications cardio-pulmonaires graves, assez facilement identifiables,
elle induit aussi des complications, certes moins graves, mais qui vont grever la qualité de vie des malades.
Il en est ainsi de la douleur ; un travail a montré que plus de la moitié des malades se plaignaient de dou-
leurs. Cependant, dans ce domaine également, ce symptdme relevait de mécanismes multiples avec des
douleurs souvent diffuses, en relation avec le syndrome de Raynaud, mais aussi des problémes abdomi-
naux, articulaires, cutanés et musculaires. Une composante neurologique était aussi souvent identifiée.
Ces origines multiples expliquent en partie les difficultés de prise en charge. Comme dans beaucoup de
maladies chroniques, une composante, une réaction dépressive, semble fréquente et une série a montré
que 19% des malades présentaient des symptémes de dépression majeure et que plus de la moitié avaient
un antécédent dépressif avéré depuis le début de leur maladie. Afin d’apprécier le retentissement sur la
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qualité de vie, des outils de mesure spécifiques sont nécessaires et des projets soutenus par I’ASF ont per-
mis de valider des échelles de mesure du handicap de la main ou de la bouche. Bien mesurer une atteinte
est indispensable pour la comprendre et essayer de 'améliorer.

Dans les études cliniques, I'atteinte de I'cesophage a été particulierement étudiée. Il a été confirmé
que l'cesophagite chronique peut parfois évoluer vers des Iésions pré-cancéreuses qu'il faut bien évaluer
afin de les traiter t6t, le cas échéant. Il est ainsi souvent proposé qu’une fibroscopie systématique soit
réalisée en début de maladie, surtout en cas de symptdme ; si une inflammation sévére est objectivée, le
suivi par endoscopie est ensuite bien codifié. Un essai thérapeutique a évalué I'imatinib dans une étude
randomisée avec comparaison avec un placebo ; il s'agit de la seule méthodologie permettant d’évaluer
rigoureusement I'effet d’'un traitement. Cette étude s’est avéré négative et conforte d’autres travaux qui
suggeérent que ce médicament n’est pas efficace sur la sclérose cutanée. L'iontophorése est une technique
permettant de faire passer une molécule au travers de la peau par I'effet d’'un courant électrique. Plusieurs
travaux réalisés ou en cours cherchent a étudier I'application possible dans les ulcérations digitales de la
maladie et pour la vasculopathie.

Beaucoup de projets de recherche biologique ont été soutenus et il est certain, qu’il faut mieux com-
prendre les bases de cette maladie pour espérer mieux la prendre en charge et imaginer de nouveaux
traitements. La fibrose tissulaire résulte d’'un processus complexe, dont une des principales conséquences
est le dépot excessif de composants de la matrice extracellulaire, en particulier de collagénes fibrillaires et
également les composants du réseau micro-fibrillaire. Le TGF beta est un facteur de croissance qui joue
un réle central ; cette voie d’activation des fibroblastes producteurs de collagene est mieux comprise avec
I'identification de relais biologiques (voie de signalisation). Une fois mis en culture au laboratoire, différentes
approches pharmacologiques ont montré que des molécules telles la rapamycine, le mycophénolate mofé-
tyl, I'nalofuginone ou le bortezomib pourrait réduire la synthése de collagéne par des fibroblastes. Dans
les déreglements biologiques qui caractérisent la maladie et I'activation des fibroblastes, des phénomeénes
immunologiques sont également mis en jeu. Des travaux innovants ont montré que des médiateurs nou-
vellement décrits, dont des cytokines et des chimiokines, pourraient participer aux lésions de la maladie.
Différentes populations de cellules immunitaires pourraient étre impliquées et, en plus des lymphocytes T,
plusieurs travaux ont suggéré une implication des lymphocytes B. Ces cellules sont celles qui synthétisent
les anticorps qui sont nécessaires aux défenses anti-infectieuses mais qui deviennent délétéres quand ils
ciblent des molécules du soi, ils deviennent alors des auto-anticorps. Les cibles des auto-anticorps anti-
fibroblastes et anti-cellules endothéliales ont été étudiés. Beaucoup de cellules impliquées peuvent avoir
une origine a partir de cellules souches de la moelle osseuse et devenir une fois mobilisées des cellules
dites différenciées ; des travaux ont porté sur les précurseurs des fibroblastes (fibrocytes) et des cellules
endothéliales (progéniteurs endothéliaux). Leur modulation pourrait étre une voie thérapeutique innovante.

La sclérodermie systémique appartient au groupe des familles dites génétiques complexes, poly-
géniques, qui reposent une combinaison de facteurs de susceptibilité. Ceci explique la faible transmission
de la maladie entre générations. Les études génétiques ont identifié des facteurs génétiques surtout dans
les voies d’auto-immunité et notamment des facteurs partagés avec d’autres maladies auto-immunes. Ceci
peut laisser espérer des progres thérapeutiques applicables a différentes maladies auto-immunes mais il
est aussi probable que des génes plus spécifiques restent a découvrir. La prédominance féminine reste a
étudier et pourrait étre a la fois génétique (chromosome X) mais aussi hormonale.

Le conseil scientifique va continuer a aider ’ASF, a soutenir des études ambitieuses, réalisables et
permettant des progrés dans la connaissance, si possible avec application directe pour les malades. L'ap-
pel d’'offre annuel est un moment clé pour la sélection de ces travaux. Des bourses permettant d’intéresser
de jeunes chercheurs et de jeunes médecins a la maladie seront aussi offertes pour les meilleurs projets.
Le soutien aux plus jeunes est fondamental pour diffuser et faire progresser les connaissances sur la mala-
die et intéresser de futurs praticiens a ce domaine si vaste et ou tant reste a faire. La collaboration étroite
avec I'ASF reste le plus grand facteur stimulant pour faire progresser les projets tant cette association fait
preuve d’enthousiasme et de dynamisme. Les responsables de I'association doivent étre chaleureusement
remerciés et assurés que le conseil scientifique fera tout ce qui est possible pour étre a la hauteur des
espérances.

Le président du Conseil scientifique, Pr Yannick Allanore
Université Paris Descartes. Service de Rhumatologie A et INSERM U1016, Hépital Cochin, Paris.
Un grand merci a Mme Carole Desbas pour sa précieuse assistance dans la coordination de ce projet.
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Epidémiologie

Epidémiologie du phénomeéne de
Raynaud : étude longitudinale

Patrick Carpentier, Bernadette Satger, Dominique Poensin, Hildegard R. Maricq
Clinique Universitaire de Médecine Vasculaire (CHU de Grenoble) et
Department of Rheumatology, Medical University of South Carolina, Charleston (SC)

Introduction

Le phénoméne de Raynaud est le symptdme qui
survient en premier chez la majorité des patients
atteints de sclérodermie, et précéde souvent les
autres atteintes, de plusieurs années. Il peut égale-
ment étre associé a de nombreuses autres causes
ou rester isolé, sans maladie associée ; on I'appelle
alors phénomene de Raynaud primitif. Une ques-
tion difficile a trancher et pourtant importante sur le
plan pronostique est de savoir, si un phénoméne de
Raynaud en apparence primitif le restera, ou finira
par évoluer vers une sclérodermie aprés un temps
plus ou moins long. Une étude épidémiologique en
population générale, portant sur 11 000 personnes
dans 5 régions, nous a permis d’approcher cette
question grace au suivi des patients atteints de phé-
nomenes de Raynaud dans I'une de ces régions, la
vallée de la Tarentaise, ou la structure sociologique
de la population permettait un suivi de bonne qua-
lité, avec peu de perdus de vue.

296 sujets sélectionnés a partir d’'un échantillon
randomisé de 2000 sujets issus de la popula-
tion générale de la Tarentaise ont participé a
une enquéte étiologique sur les acrosyndromes,
parmi lesquels 78 validaient les critéres retenus
pour le phénoméne de Raynaud (RP+) ; aucun
ne présentait de signe clinique de sclérodermie,
d'anticorps antinucléaires ni d'anomalie capilla-
roscopique. Quatorze ans plus tard, nous avons
pu recueillir les informations nécessaires au suivi
de 292 de ces sujets (4 perdus de vue, soit 1,4%).
18 personnes étaient décédées, et les 274 autres
ont été contactés avec succes. Une premiere
évaluation par téléphone a permis d’'évaluer leur
sensibilité au froid et leur éventuel phénomene de
Raynaud a partir d’un questionnaire standardisé.

En cas de changement significatif vis-a-vis du
phénoméne de Raynaud, ou de troubles pouvant
évoquer une sclérodermie, les sujets étaient invi-
tés a un examen médical.

La mortalité s’est avérée similaire chez les sujets
RP+ et RP- et aucun déces n’était lié a une patho-
logie en relation avec le phénoméne de Raynaud.
Parmi les 72 sujets RP+ et les 7 sujets initiale-
ment du groupe RP- validant, lors du suivi, les
crittres du phénoméne de Raynaud, aucun n’a
développé de signe clinique de sclérodermie,
bien que 3 sujets se soient plaints d’une aggra-
vation des crises de Raynaud. Une disparition
compléte des attaques de Raynaud depuis plus
de deux hivers a été rapportée par 24 sujets, soit
33% des sujets RP+.

Conclusion et perspectives

Ces résultats montrent que dans la
population générale, en I'absence de
pathologie associée, d’anticorps anti-
nucléaires et d’'anomalie capillarosco-
pique, le phénoméne de Raynaud est
une pathologie quireste le plus souvent
une pathologie bénigne, et qui semble
méme fréquemment réversible.
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Figure 1. Flow chart of the 296 subjects in the follow-up. RP, Raynaud phenomenon

Publication :
Carpentier PH, Satger B, Poensin D, Maricq HR. Incidence and natural history of Raynaud phenomenon: A long-term follow-up (14 years) of a random
sample from the general population. J Vasc Surg 2006;44:1023-8.
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Introduction

La sclérodermie systémique reste une maladie mal
connue sur les plans étiologique et pathogénique ; ses
contours nosologiques restent eux-mémes impré-
cis, et cela rend difficile la prise en charge diagnos-
tique et surtout thérapeutique. Dans ce contexte,
les informations épidémiologiques sont difficiles
a recueillir mais trés précieuses, permettant non
seulement de chiffrer la fréquence, c'est-a-dire sa
prévalence (nombre de cas par million d’habitants)
et son incidence (nombre de nouveau cas chaque
année) de la maladie, mais aussi des associations
a des facteurs d’environnement qui pourraient
constituer des facteurs de risque, objets potentiels
de mesures préventives. Dans cette optique, un
registre épidémiologique prospectif cherchant a étre
exhaustif a été mis en place sur I'arrondissement de
Grenoble (Isére-Sud) et les trois arrondissements
de Savoie a partir des années 1995/96 sur des cré-
dits DRRC puis PHRC. Une rupture de financement
en 2002-2003 a mis en péril la continuité du recueil
de données qui n'a été possible que grace a une
subvention de I'Association des Sclérodermiques
de France.

Registre Isére-Sud / Savoie
de la sclérodermie systémique

Patrick Carpentier, Bernard Imbert, Régis de Gaudemaris, Anne Maitre
Clinique Universitaire de Médecine Vasculaire et Institut de Médecine du Travall,

CHU de Grenoble

Ce registre a démontré l'existence d'une hété-
rogénéité géographique de la prévalence et de
l'incidence de la sclérodermie systémique et de
ses différentes formes limitée, cutanée limitée
et cutanée diffuse, avec des foyers localisés,
notamment dans l'arrondissement d'Albertville,
ou prévalence et incidence annuelle sont signifi-
cativement plus élevés que dans les trois autres
arrondissements étudiés. La densité des activités
industrielles chimiques et métallurgiques dans cet
arrondissement était en faveur de facteurs envi-
ronnementaux en rapport avec cette activité. Une
étude cas-témoin a donc été réalisée pour étu-
dier ces facteurs, et la structure de registre, dont
étaient issus les cas a permis de sélectionner des
témoins a partir de la population générale, c'est-
a-dire en éliminant les principales causes de biais
lies a ce type d'étude.

Femmes : 83 cas et 166 t_l’:mnins Conclusion et
Toxique Odd Ratio|  IC 95% perspectives
Formol 3.8/ MERFEIN | 'analyse de cette
: étude cas-témoin a
Sﬂh'ﬂﬂﬁ 2."’ ﬂ.pj a f.i".ﬁ montré |’imp0rtance
dc_as solvants indu.s-
Hommes : 10 cas et 40 témoins triels, des produits
, de nettoyage et des
Toxigue Odd Ratio | IC 95% colles synthétiques
[ comme facteurs de
Fabrication Plastiques | 10.0| BEEL] i une sclerodermie.

Publication :

Maitre A, Hours M, Bonneterre V, Arnaud J, Arslan MT, Carpentier P, et al. Systemic sclerosis and occupational risk factors: role of solvents and cleaning

products. J Rheumatol 2004;31:2395-401.
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Epidémiologie de la Sclérodermie systé-
mique : évaluation du facteur familial.
Etude préliminaire

Patrick Carpentier, Bernard Imbert, Christophe Seinturier,

Clinique Universitaire de Médecine Vasculaire, CHU de Grenoble

Introduction

L'étiologie de la sclérodermie systémique reste
mal connue et semble plurifactorielle. De nom-
breux arguments épidémiologiques montrent I'im-
portance des facteurs d’environnement et notam-
ment des expositions professionnelles a la silice
cristalline et aux solvants. Il existe cependant une
prédisposition individuelle d'origine génétique
comme le montrent la fraction relativement faible
des sujets exposés aux toxiques qui développe
la maladie, I'existence de cas familiaux, la surin-
cidence de sclérodermie chez certains groupes
d’'indiens Choctaw, et les déséquilibres de liaison
avec certains alleles de génes dont certains
s'expriment dans des voies pouvant avoir un lien
pathogénique avec certaines Iésions de la mala-
die. Cependant, I'évaluation du surrisque familial
reste imprécise, avec un risque relatif variant de
11 & 158 selon les études, les variations étant
principalement liées a I'imprécision de I'estima-
tion de la prévalence de la maladie dans la po-
pulation générale prise comme référence, et qui
est approximée a partir de statistiques nationales
alors que I'existence de variations géographiques
de la prévalence est démontrée.

L’évaluation du facteur familial a partir du registre
Isére-Savoie de la sclérodermie systémique per-
met d'éviter certaines difficultés car la taille de la
cohorte (250 sujets) permet d'avoir accés a une
population suffisante d'environ 1000 parents de
premier degré, parce que la prévalence dans la
population générale est mesurée précisément
dans la méme zone géographique, et que I'éva-
luation des facteurs professionnels a déja fait
I'objet d’'une étude approfondie dans notre co-
horte de patients.

Cependant, I'étude est tres lourde et plus co(-
teuse qu'initialement prévue, car elle nécessite un
entretien téléphonique avec environ 1000 sujets,
pour sélectionner ceux atteints de phénomene de
Raynaud, et un examen clinique en face a face
avec capillaroscopie et recherche d'anticorps
antinucléaires chez environ une centaine d'entre
eux. L'étude a donc été retardée pour attendre

le consensus frangais sur l'enquéte étiologique
du phénoméne de Raynaud, qui recommande
les tests étiologiques dont nous avons besoin
chez tous les patients atteints de phénomene de
Raynaud, et évitera ainsi leur prise en charge par
I'étude. Ce consensus est actuellement en relec-
ture et sera publié dans le second semestre 2012.
Une étude préliminaire a été réalisée pour valider
la méthodologie, et plus précisément la valeur du
diagnostic (mesure de la sensibilité - parameétre
le plus important - et estimation de la spécificité),
de l'interrogatoire téléphonique pour le phéno-
meéne de Raynaud. Pour ce faire, une enquéte a
été réalisée auprés de 592 foyers correspondant
a des numéros de téléphones de ligne fixe. La
moitié d'entre eux correspondaient a des patients
atteints de phénoméne de Raynaud, vus a la cli-
nigue de médecine vasculaire du CHU de Gre-
noble entre 3 et 8 ans avant I'étude, et l'autre a
des numéros programmeés au hasard a partir des
quatre premiers chiffres de ces patients (appa-
riement géographique). Les interviews ont été
réalisées par des enquéteurs professionnels en
insu des diagnostics et des noms des patients,
en utilisant un dérivé affiné du questionnaire de
Maricq. 94,1% des patients et 87,2% des témoins
ont pu étre contactés. Le phénoméne de Ray-
naud a été détecté par les enquéteurs chez 83%
des patients atteints de Raynaud, mais le rappel
par le médecin ayant vu le patient en consultation
a confirmé que la plupart des faux négatifs appa-
rents correspondait a des patients qui ne présen-
taient effectivement plus de crises de Raynaud
depuis plus d'un an, le taux réel de faux négatifs
s'établissant donc a 6% (sensibilité = 0,94). Par
ailleurs, la prévalence des sujets avec Raynaud,
parmi les témoins, a été trouvée a 11,5% pour les
femmes et 6,4% pour les hommes, conforme a
ceux rapportés dans nos publications antérieures
pour le Grésivaudan.

Conclusion et perspectives

Ainsi, la méthodologie d’enquéte télé-
phonique apparait trés fiable, avec
notamment une sensibilité de 0,94,
pour permettre la réalisation de notre
étude familiale.
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie
auto-immune (MAI) multifactorielle complexe.
De nombreuses données récentes ont mis en
lumiere l'existence d’'un fond génétique partagé
entre différentes MAI. Ainsi, des données
épidémiologiques ont montré des agrégations
individuelles (plusieurs maladies chez le méme
individu) et familiales (plusieurs membres
atteints) de MAI au cours du lupus systémique et
de la polyarthrite rhumatoide. Notre équipe avait
montré des agrégations individuelles de MAI,
notamment de syndrome de Gougerot-Sjogren
et de thyroidites auto-immunes, au cours de la
ScS. Deux études préliminaires ont également
suggéré une fréquence augmentée de lupus et
de thyroidites auto-immunes chez les apparentés
au premier degré (enfants et parents d’un cas) de
patients atteints de ScS. L'objectif de notre travail
était d’évaluer la prévalence de différentes MAI au
sein des apparentés au premier degré de patients
ScS et de familles contrdles.

L’agrégation familiale permet d’apprécier le risque
relatif « familial » ou risque de récurrence d'une
maladie, appelé A, chez les apparentés au premier
degré de patients ScS. Il est calculé sur la base du
rapport de la prévalence de la maladie chez les
apparentés du premier degré sur la prévalence de
la maladie dans la population générale ou chez
les apparentés d’un groupe contréle. Cette valeur
représente le risque pour un individu, ayant un
germain atteint, de développer la maladie.

La publication scientifique issue de ce travail :

Agrégation familiale de connectivites
et de thyroidites auto-immunes

Eugénie Koumakis', Philippe Dieudé?,

Jérome Avouac', André Kahan', Yannick Allanore’
(1) Service de Rhumatologie A, Hopital Cochin, Université Paris Descartes
(2) Service de Rhumatologie, Hopital Bichat-Claude-Bernard

Patients et méthodes

Un questionnaire standardisé a été envoyé
par courrier postal en deux exemplaires a
'ensemble des membres de I'Association des
Sclérodermiques de France afin de recruter des
patients atteints de ScS et des contrdles. Afin
de constituer un groupe contréle apparié, nous
avons demandé a chaque patient de remettre le
second questionnaire a un ami, une belle-sceur ou
beau-frere, sans lien de sang, de méme sexe et
de méme age, non atteint de MAI. Les données
recueillies portaient sur la présence ou non de 17
MAI chez les cas index (patients ScS et controles)
ainsi que chez leurs apparentés au premier degré
(parents, enfants, fréres et sceurs). La prévalence
familiale de chaque MAI a été comparée entre les
deux groupes en utilisant un test du chi-2 ou un
test de Fisher. Une valeur p<0,05 a été considérée
comme significative. Les analyses ont été réalisées
avec le logiciel Medcalc. Les contrbles rapportant
un antécédent personnel de MAI ont été exclus
de l'analyse. Pour éviter un possible biais lié a
un nombre d'apparentés différent dans chaque
groupe, nous avons comparé la fréquence
de MAI familiale aprés ajustement au nombre
d’apparentés dans les deux groupes. L’agrégation
familiale (AR) a été calculée en utilisant la formule
AR= Krelative/K, ou Krelative correspond a la
prévalence de MAI chez les apparentés au premier
degré des patients ScS et K a la prévalence chez
les apparentés au premier degré des contrdles.

Familial Autoimmunity in Systemic Sclerosis - Results of a French-based Case-control Family Study. Koumakis E, Dieudé P, Avouac J, Kahan A, Allanore Y.

J Rheumatol. 2012;39:532-8
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Entre décembre 2010 et juin 2011, 373 familles
de patients atteints de ScS ont pu étre étudiées
et comparées a 250 familles contréles. L'age et
le sexe des patients ScS étaient comparables
a ceux du groupe contrdle : dge 61 vs 58 ans,
p=0,98 ; 88 vs 84% de femmes, p=0,27. Le
nombre moyen de fréres et sceurs n’était pas
statistiquement différent entre les deux groupes
(3,0 vs 2,4 ; p=0,08). Parmi les 373 familles ScS,
121 (32,4%) rapportaient au moins une MAI chez
un apparenté du premier degré. Les agrégations
familiales les plus fréquemment observées
concernaient les thyroidites auto-immunes
(4,9 vs 1,6%, p=0,01, odds ratio (OR) =3,2) et
les connectivites (ScS ou lupus systémique ou
syndrome de Gougerot-Sjogren) (3,2 vs 0,6%,
p=0,01, OR=5,2). Ceci définit un risque de
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0,040
0,030
0,020

0,010

récurrence familiale (A) de 3,1 pour les thyroidites
auto-immunes et de 5,0 pour les connectivites.
Les entérocolopathies inflammatoires, en
revanche, étaient moins souvent rapportées dans
les familles ScS versus contréles (0,9 vs 2,8%,
p=0,02, OR=0,3). Les agrégations familiales de
la polyarthrite rhumatoide, du diabéte de type 1,
du psoriasis, du vitiligo, de la sclérose en plaque,
des hépatites auto-immunes, de la cirrhose
biliaire primitive, de 'anémie de Biermer, de la
maladie cceliaque, du rhumatisme psoriasique
et de l'arthrite juvénile, ne différaient pas entre
les deux populations étudiées. Enfin, I'existence
de plusieurs MAI chez les patients ScS était
associée a la présence d'une agrégation familiale
de MAI en général.
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Figure 1. Prévalence ajustée des 17 maladies auto-immunes chez les apparentés au premier degré de

373 ScS (N=816) et 250 contréles (N=318) (%)

Conclusion et perspectives

La comparaison des apparentés de patients ScS a des familles contrdéles montre une
augmentation de la prévalence de thyroidites auto-immunes et de connectivites en
général dans les familles avec un cas de ScS. Cette agrégation conforte I'hypothése
d’'unfond génétique commun a différentes MAI systémiques et spécifiques d’organes.
Elle renforce aussi les perspectives de reclassification des MAI en fonction de leur
base génétique et les possibilités de traitements communs a différentes maladies.
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Etudes cliniques

Raynaud primaire versus Raynaud
de la sclérodermie systémique

Jean-Luc Cracowski, Matthieu Roustit, Sophie Blaise,

Patrick Carpentier

Centre d’Investigation Clinique et Service de médecine vasculaire,

Introduction

La sclérodermie est associée de fagon précoce a
une anomalie des vaisseaux sanguins de petit ca-
libre. Ces vaisseaux, de part leur petite taille, sont
qualifiés par le terme générique de « microcircula-
tion ». Leur caractéristique est qu’ils ne sont pas
visibles a I'ceil nu et I'on considere actuellement
que les micro-vaisseaux sont des vaisseaux de
moins d’environ 150 ym. Afin de mieux caracté-
riser la dysfonction de la microcirculation dans
la sclérodermie, la mise au point de méthodes
d’exploration est une étape importante. La plus
utilisée, aujourd’hui, dans ce contexte, est la ca-
pillaroscopie, qui consiste a examiner les anoma-
lies morphologiques de ces vaisseaux au niveau
de l'ongle. D’autres techniques permettent non
pas d’étudier la structure des vaisseaux mais de
quantifier le flux sanguin qui y circule. C’est le cas
par exemple du laser Doppler, qui utilise le recueil
de la réflexion de faisceaux de lumiére mono-
chromatique sur la peau, en utilisant le décalage
de longueur d’'onde pour estimer la vitesse des
globules rouges. Lorsque le Laser Doppler est
associée a certains tests (comme par exemple le
chauffage ou le refroidissement local), cette tech-
nique étudie la capacité des micro-vaisseaux a
réagir et permet de mieux comprendre les méca-
nismes de ces anomalies dans la sclérodermie.
L'influence d’un chauffage local prolongé (30 a 40
minutes) a été beaucoup étudiée sur 'avant-bras.
Il apporte des renseignements importants car on
observe dans les 10 premieres minutes une vaso-
dilatation réflexe d’origine nerveuse, puis un na-
dir, puis une nouvelle augmentation du flux pour
aboutir a un plateau aprés 20 a 40 minutes de
chauffage. Ce plateau dépend de la capacité des
vaisseaux a produire du monoxyde d’azote, un
puissant vasodilatateur (qui dilate les vaisseaux).
Aucune donnée n’est cependant disponible sur la
réactivité des doigts.

CHU de Grenoble

Dans un premier temps, nous avons comparé la
réponse cutanée a la chaleur de I'avant-bras et
de la pulpe de 10 sujets sains. Nous avons mon-
tré que le pic réflexe initial était plus important sur
la pulpe que sur I'avant bras. Ce pic était inhibé
par I'anesthésie locale (créme lidocaine/prilo-
caine), ce qui démontrait sur la pulpe que le pic
initial de vasodilatation dépendait de Il'intégrité
des terminaisons nerveuses C afférentes.

Dans un second temps, nous avons comparé
cette réponse sur la pulpe de 10 patients présen-
tant un phénoméne de Raynaud primaire et 16
patients présentant un phénoméne de Raynaud
secondaire a une sclérodermie. Dans le phéno-
méne de Raynaud primaire, la réponse a la cha-
leur était identique a celle des sujets sains, avec
en particulier une diminution du pic initial. Dans la
sclérodermie, ce pic initial semble absent et la ré-
ponse initiale n’est pas modifiée par I'application
d’'un anesthésique local. On peut donc conclure
que la sclérodermie est associée a une atteinte
de la régulation neurovasculaire réflexe locale au
niveau des doigts.

Conclusion et perspectives

L'étude de la réponse locale a la chaleur
pourrait permettre de démasquer
précocement une anomalie de réponse
neurovasculaire dans la sclérodermie.
Cette hypothése est actuellement testée
dans le cadre d’'une autre étude.
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Figure 1 A. Tracés représentatifs de la réponse locale a la chaleur (42°C) chez un sujet sain. En abs-
cisse, le temps est représenté (durée ici de 40 min), en ordonnée, le flux sanguin cutané. En haut, on
observe un pic dans les 10 premiéres minutes, suivi d’un plateau tardif. Lorsque I'on effectue une anes-
thésie locale (tracé du bas), on diminue trés nettement le pic initial.
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Figure 1 B. Tracé représentatif de la réponse a la chaleur de la pulpe du doigt d’un patient présentant
une sclérodermie systémique. Que ce soit avec (haut) ou sans (bas) anesthésie locale, il n’existe pas de
premier pic réflexe clairement discernable dans les 10 premiéres minutes.

Les publications scientifiques issues de ce travail :

-Abnormal digital neurovascular response to local heating in systemic sclerosis. Roustit M, Simmons GH, Carpentier P, Cracowski JL. Rheumatology.
2008;47:860-4.

-Roustit M, Hellmann M, Cracowski C, Blaise S, Cracowski JL. Sildenafil increases digital skin blood flow during all phases of local cooling in primary
Raynaud’s phenomenon. Clin Pharmacol Ther, sous presse.

-Impaired transient vasodilation and increased vasoconstriction to digital local cooling in primary Raynaud’s phenomenon. Roustit M, Blaise S, Millet C,
Cracowski JL. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011;301:H324-30.

-Reproducibility of a local cooling test to assess microvascular function in human skin. Roustit M, Maggi F, Isnard S, Hellmann M, Bakken B, Cracowski JL.
Microvasc Res. 2010;79:34-9.
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Etude comparative des concentrations
leucocytaires et sériques en vitamine C chez les
patients atteints de sclérodermie, de phénomeéne

de Raynaud et des volontaires sains

Kiet Phong Tiev', Valérie Néguin', Giséle Le Moél?, Jean Cabane'
(1) Service de médecine Interne, Hopital Saint Antoine, Université Paris VI.
(2) Laboratoire de Biochimie, Hopital Bichat-Claude Bernard, Université Paris X

Introduction

Au cours de la sclérodermie systémique (ScS), et
a moindre degré au cours du phénoméne de Ray-
naud "primitif", les épisodes d'ischémie répétés et
déclenchés par le froid provoquent la libération
des radicaux libres et altérent progressivement
le réseau micro-vasculaire. L'acide ascorbique, le
plus puissant anti-oxydant non enzymatique phy-
siologique, est capable de neutraliser les radicaux
libres en empéchant la peroxydation lipidique et
I'altération de I'acide désoxyribonucléique (ADN),
responsables des lésions cellulaires. La réparti-
tion de I'acide ascorbique entre les secteurs plas-
matique et intracellulaire est inégale. En effet, le
secteur intracellulaire est considéré comme une
réserve d'anti-oxydant, alors que le secteur plas-

Figure 1
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matique est supposé en contact direct avec les
radicaux libres libérés dans le sang par différents
organes lésés. Cependant, il existe un échange
dynamique entre les deux secteurs. Comme
les patients atteints de ScS se différencient des
patients atteints de phénoméne de Raynaud par
une atteinte micro-vasculaire organique visible a
la capillaroscopie, nous avons comparé ces deux
groupes de patients avec les volontaires sains in-
demnes d'atteinte micro-vasculaire. Nous avons
entrepris une étude prospective pour évaluer les
taux sériques et les concentrations leucocytaires
de vitamine C chez les patients atteints de ScS,
de Phénomeéene de Raynaud et de volontaires

sains.
Méthodes

De septembre 2000 a Mars 2002, 19 patients
atteints de ScS (18 femmes / 1 homme ;
age moyen= 51,0 + 10,0 ans ; 9 formes
diffuses et 9 formes limitées de ScS),
14 patients atteints de phénoméne de
Raynaud sans micro-angiopathie organique
objectivée a la capillaroscopie et sans auto-
anticorps sérique (11 femmes / 3 hommes ;
age moyen=47,0 + 11,0 ans) et 22 volontaires
sains (21 femmes / 1 homme ; age
moyen=46,5 + 9,0 ans) ont été inclus
dans l'étude.

Les dosages sériques et leucocytaires de
vitamine C ont été effectués a jeun par la
méthode HPLC. Les comparaisons des taux
sériques et leucocytaires de Vitamine C ont
été effectuées par un test U de Mann Whitney
(0=0,05; puissance=80%)
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Le taux moyen sérique de vitamine C des patients
atteints de ScS (8,4 + 3,0 mg/L) était comparable
a celui des patients atteints de phénoméne de
Raynaud (8,9 + 3,2 mg/L, p=0.60) et a celui
des volontaires sains (9,4 + 3,0 mg/L, p=0.10,
figure 1). Alors que la concentration leucocytaire

moyenne de vitamine C des patients atteints
de ScS (185,9 + 119,7 ug/108 leucocytes) était
significativement diminuée par rapport a celle
de patients atteints de phénoméne de Raynaud
(339,7 £ 122,7 ug/108 leucocytes, p=0,02) et a
celle des volontaires sains (379,5 £ 167,7 ug/108

leucocytes, p=0,002, figure 2).
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Conclusion et perspectives

La concentration leucocytaire de vitamine C est fortement diminuée chez les patients
atteints de ScS et a un moindre degré chez les patients atteints de phénoméne de
Raynaud par rapport aux volontaires sains, alors que les taux sériques de vitamine C
sont comparables dans les trois groupes. La diminution de la concentration leucocytaire
de vitamine C reflete indirectement un niveau élevé du stress oxydant au niveau
intracellulaire et pourrait étre un meilleur marqueur du pouvoir anti-oxydant que le taux
sérique d’acide ascorbique.

La mauvaise absorption alimentaire liée a une atteinte digestive chez des patients
atteints de ScS pourrait étre responsable en partie de I'efficacité limitée et discutable
de l'apport alimentaire d’anti-oxydant. Cependant, il faut considérer la concentration
leucocytaire de vitamine C comme un marqueur du pouvoir anti-oxydant qu’il faut
tenter de restaurer en utilisant des traitements capables de diminuer le stress oxydant
actuellement disponibles. Ce travail pourrait étre poursuivi par un essai évaluant 'impact
des vasodilatateurs ou de la N-Acetyl Cystéine ou de I'apport direct de vitamine C sur la
concentration leucocytaire de vitamine C dans la sclérodermie.
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Introduction

La sclérodermie systémique est une maladie de
la microcirculation, mais une atteinte des grosses
artéres a été suggérée par plusieurs études.
Notre équipe a montré que les sclérodermiques
ont des artéres plus rigides que celles de témoins
du méme age [1] en utilisant la méthode du QKd.
L'étude ERAMS avait pour objet d’étudier la rigi-
dité artérielle comme prédicteur de la progression
vers des atteintes sévéres au cours de la scléro-
dermie systémique.

Le QKd

Le QKd consiste a mesurer le temps mis par le
sang pour aller du cceur a I'artére humérale au bras
a I'aide d’un dispositif porté par le malade pendant
24 heures, et qui couple un enregistrement de
I'électrocardiogramme et de la pression artérielle.
Plus ce temps (vélocité de I'onde de pouls) est
bref plus les artéres sont rigides. Le résultat
du QKd peut étre standardisé par le calcul du
QKd 100-60 (QKd normalisé en modélisant une
tension artérielle systolique a 100 mm Hg et une
fréquence cardiaque a 60/min. Le QKd 100-60
normal est supérieur a 200 millisecondes, un QKd
100-60 <200 msec définissant une artére rigide.

Méthodes de travail

L'étude ERAMS était une étude multicentrique
francaise réalisée dans 14 hépitaux. Il s’agissait
de mesurer la rigidité artérielle a I'inclusion puis
tous les ans, pendant 3 ans, en méme temps que
le bilan classique de sclérodermie était réalisé.
Les patients ont été classés au terme de I'étude en
non progresseurs (pas d’évidence de progression
de la sclérodermie), progresseurs non séveres
(aggravation rhumatologique, digestive ou cuta-
née) ou sévere (complications cardiaques, pulmo-
naires ou rénales). Cette progression était validée
par un comité de validation des événements. Le
QKd et les différents parametres a l'inclusion ont
été comparés pour prédire la progression.

La rigidité artérielle prédit la
progression sévere des
sclérodermies systémiques

Joél Constans pour les investigateurs ' ERAMS

CHU de Bordeaux

Entre 1999 et 2002, I'étude ERAMS a inclus 121
patients dont 16 ont d{i étre exclus essentiellement
pour des raisons de non validité de la mesure du
QKd et 6 n'ont pu étre suivis pour leur évolution.
Finalement, 99 patients ont pu étre analysés.
Parmi eux 47 avaient un QKd < 200 msec, donc
des artéres rigides. Les paramétres associés a la
progression ultérieure de la sclérodermie étaient
'age, la durée d’évolution de la sclérodermie,
le taux d’hémoglobine, latteinte pulmonaire
(diminution de la DLCO sur les épreuves
fonctionnelles respiratoires), l'atteinte cutanée
mesurée par le score de Rodnan, et le QKd 100-60.
L’analyse multivariée a montré que les deux seuls
parameétres indépendants permettant de prédire la
progression sévére étaient le taux d’hémoglobine
et le QKd 100-60. Ainsi un QKd 100-60 <200 msec
était associé a un risque de progression 20 fois
plus élevé vers des complications sévéres de la
sclérodermie [2] .

Investigateurs ' ERAMS :

Joél Constans, Christine Germain, Philippe Gosse, Jacques Taillard, Kiet
Tiev, Isabelle Delevaux, Luc Mouthon, Claude Schmidt, Florence Granel,
Pascale Soria, Frangois Lifermann, Gabriel Etienne, Fabrice Bonnet, Karim
Zoulim, Dominique Farge-Bancel, Isabelle Marie, Yannick Allanore, Jean
Cabane, Alain Amonchot, Isabelle Macquin-Mavier, Marianne Saves, Faiez
Zannad et Claude Conri.
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1. Constans, J., et al., Alteration of arterial distensibility in systemic
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2. Constans, J., et al., Arterial stiffness predicts severe progression in
systemic sclerosis: the ERAMS study. J Hypertens, 2007.25:p.1900-6.

3. Gosse, P, J. Taillard, and J. Constans, Evolution of ambulatory
measurement of blood pressure and parameters of arterial stiffness over
a 1-year period in patients with systemic sclerosis: ERAMS study. J Hum
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Tableau : Association entre la progression et le QKd 100-60 ajusté sur les autres paramétres (analyse
multivariée)

; Intervalle de confance &
raho
Qs 95% P
QKd 100-60 (<200m sec

196 1,2-308 0,03

vs > 200msec) °
Sexe (femme vs homme) 0.2 023 018
Age (par an) 1 081 034
Dusie el sobéeodenie: i 11 0.14

{par pour)
Afieinte cardiague 48 011731 0,39
Atteinte pulmonaire 21 03154 DAT
Ac anti-lopo-someérase | 1.7 02127 061
Score cutand (par unité) 1 0811 0,76
DLCO (par 1% ; 00.1 047
supplémentairng)

Hémoglobine (par g1) 04 0209 0.02

L’Odds ratio (OR) indique 'augmentation du risque de progression associé au parametre. Exemple :
un odds ratio a 19,6 veut dire que le malade a 19,6 fois plus de risque de progresser en présence du
parametre. L'intervalle de confiance a 95% indique que la valeur observée peut étre crue comme étant
dans cet intervalle avec un pourcentage de confiance de 95%. Le p indique la signification statistique
(p<0,05 indique que le résultat est statistiquement significatif.

Conclusion et perspectives

La mesure de la rigidité des grosses artéres par la méthode du QKd 100-60 permet
de prédire la progression des sclérodermies systémiques vers des complications car-
diaques, pulmonaires ou rénales a 4 ans. Le QKd 100-60 et le taux d’hémoglobine sont
les deux marqueurs utiles de cette prédiction. Le QKd 100-60 pourrait étre un marqueur
« de substitution » utilisable pour tester des thérapeutiques de fond de la sclérodermie,
il peut étre utilisé en pratique pour aider a prédire le pronostic d’'une sclérodermie au
diagnostic, d’autant que le QKd parait étre altéré précocement dans les sclérodermies,
puisqu’a un an il n'y avait pas de variation significative du QKd chez les scléroder-
miques dans I'étude ERAMS[3].
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Introduction

L'artériopathie des membres inférieurs pose
au moins deux problemes dans la sclérodermie
systémique : d'une part, sa prévalence est
sous-estimée, du fait du caractére longtemps
asymptomatique des lésions, mais, semble
plus élevée que dans la population générale de
méme age et de méme sexe (17 a 22% selon les
études) ; en corollaire, le diagnostic est souvent
posé d'emblée au stade des troubles trophiques,
avec des lésions artérielles étendues, et ceci,
associé au terrain vasomoteur du phénoméne de
Raynaud et aux lésions de microangiopathie, est
sans doute I'explication d'un taux élevé d'échecs
des pontages distaux et d'un nombre important
d'amputations. L'évaluation systématique de
l'index de pression systolique, utilisé dans les
enquétes épidémiologiques sur I'artériopathie
athéromateuse des membres inférieurs dans la
population générale, pourrait étre intéressante
pour le dépistage précoce de I'artériopathie
sclérodermique, et son caractere quantitatif
devrait permettre de dépister notamment les sujets
dont Il'atteinte artérielle est suffisamment sévere
pour entrainer un risque de décompensation et
de troubles trophiques et sans doute justifier une
prise en charge préventive.

Sclérodermie et artériopathie

des membres inférieurs

Patrick Carpentier, Christophe Seinturier, Bernard Imbert
Clinique Universitaire de Médecine Vasculaire, CHU de Grenoble

A la suite d'une premiére série réalisée lors de
I'assemblée générale de I'ASF en 2001, et qui
avait dépisté 8 atteintes artérielles chez une
série de 39 sujets (21%), une série hospitaliere
a été investiguée, portant sur 72 patients
sclérodermiques, dont 89% de femmes, agés de
26 a 81 ans, ne se plaignant d'aucun symptéme
évocateur d'artériopathie des membres inférieurs
(pas de claudication, ni de troubles trophiques).
L'index de pression systolique était mesuré comme
le rapport de pression systolique de la meilleure
artére de cheville sur la pression humérale. Un
index inférieur au seuil de normalité (0,90) a
été retrouvé au niveau d'au moins un membre
inférieur chez 17 sujets (24%). Dans la plupart
des cas cependant (12/17), il s'agissait d'une
atteinte modérée (IPS>0.70). Aucune particularité
de la maladie sclérodermique (ancienneté, type,
score de Rodnan) n'était statistiquement associée
a l'artériopathie, alors que le nombre de facteurs
de risque d'athérosclérose I'était (P<0.01).

Conclusion et
perspectives
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Bien qu’une artériopathie
sclérodermique spécifique
ait été décrite, ces résul-
tats sont plutdét en faveur
d'une artériopathie athé-
romateuse facilitée par la
sclérodermie, comme cela
a été décrit pour d’autres
connectivites. Les 17 pa-
tients sont actuellement en
cours de suivi sur 5 ans,
mais aucun événement
n’était survenu a un an.
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Les objectifs étaient d’évaluer la prévalence
des troubles anxieux et dépressifs chez les
patients atteints de sclérodermie systémique
(ScS), ainsi que Il'association de ces troubles
avec les différentes manifestations cliniques et
d’étudier les capacités cognitives au cours de la
sclérodermie systémique.

Entre mai 2002 et mai 2004, 100 patients ayant
une ScS ont été évalués consécutivement :
51 au cours de réunions de I'Association des
Sclérodermiques de France (ASF) et 49 au
cours d'une hospitalisation dans le service
de médecine interne de I'hépital Cochin. Les
troubles anxieux et dépressifs étaient évalués
par un entretien clinique structuré (le Mini
International Neuropsychiatric Interview [MINI])
effectué par un psychiatre et un autoquestionnaire
(le Hospital Anxiety and Depression Scale [HADS]).
Le méme jour, le traitement psychotrope et les
caractéristiques cliniques étaient recueillis.

Entre mai 2002 et mai 2005, 27 patients ayant une
ScS ont été évalués consécutivement au cours de
réunions de I'Association des Sclérodermiques
de France ou dans le service de médecine
interne de I'hépital Avicenne et de I'hdpital Cochin
(26 femmes et 1 homme, &ge moyen 49,2 ans)
et 23 patients ayant une polyarthrite rhumatoide
(20 femmes et 3 hommes, a4ge moyen 51,7
ans). Tous étaient nés en France et avaient suivi
leur scolarité en France. L'évaluation cognitive
comprenait les fonctions exécutives, le langage
et la mémoire. L'anxiété et la dépression étaient
évaluées en utilisant I'échelle « hospital anxiety
and depression » (HAD).

Référence :

1. Baubet T, Ranque B, Taieb O, Berezne A, Bricou O, Mehallel S, et al.
Mood and anxiety disorders in systemic sclerosis patients. Presse Med.
2011;40:e111-9.

Etude du retentissement
psychiatrique et cognitif

Luc Mouthon, service de médecine interne, Centre de référence maladies
systémique et autoimmunes rares : vascularites nécrosantes

et sclérodermie systémique, Hopital Cochin

A l'aide du MINI, 19% (intervalle de confiance a
95%: 12-28%) de I'ensemble des patients sclé-
rodermiques présentaient des symptomes de dé-
pression majeure (MDE), 56% (46-65%) avaient
un antécédent de MDE au cours de leur vie et
14% [8-22%)] avaient une dysthymie au moment
de I'évaluation. Les épisodes de MDE actuels
étaient plus fréquents chez les patients hospita-
lisés que chez les autres (28% vs 10%, p=0.02).
Des troubles anxieux spécifiques étaient mis en
évidence chez 37 (28-47) patients. Moins de 50%
des patients qui avaient des troubles de 'humeur
avaient un traitement psychotrope. La présenta-
tion clinique des patients sclérodermiques n’était
pas différente, qu’ils aient ou non des symptémes
dépressifs, a I'exception des signes digestifs (1).
Vingt cinq patients sclérodermiques (92%)
et 11 (48%) patients ayant une polyarthrite
rhumatoide avaient au moins une atteinte
cognitive. Des déficits cognitifs modérés -
sévéres étaient identifiés chez les patients
sclérodermiques comparativement aux patients
ayant une polyarthrite rhumatoide (77% vs. 48%),
respectivement. Les patients sclérodermiques
avaient essentiellement des défauts d’exécution
et une altération de la mémoire a long terme. Six
des 25 (24%) patients sclérodermiques avaient
une dépression et 18 (72%) patients ScS avait
une atteinte cognitive en I'absence de dépression
(article soumis pour publication).
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Prévalence de I’'endobrachyoesophage
et risque d’adénocarcinome
cesophagien a partir d’une
cohorte européenne de
patients sclérodermiques avec
endobrachyoesophage

Wipff J*, Coriat R, Masciocchi M, Caramaschi P, Derk CT, Hachulla E, Riccieri V, Mouthon L,
Krasowska D, Ananyeva LP, Kahan A, Matucci-Cerinic M, Chaussade S, Allanore Y
*Université Paris Descartes, Service de Rhumatologie A, Hopital Cochin, 75014 Paris.

L'cesophage de Barrett ou endobrachyoesophage
(EBO) est le principal facteur de risque d’adéno-
carcinome cesophagien. La sclérodermie systé-
mique (ScS) est associée a une augmentation du
risque, d’'une part de survenue d’EBO secondaire
au reflux chronique de l'atteinte cesophagienne
de la maladie et, d’autre part d’adénocarcinome
cesophagien. Peu d’études se sont intéressées
a la prévalence de 'EBO dans la sclérodermie
systémique et leurs résultats sont contradictoires.
Nous avons donc voulu déterminer, par endos-
copie systématique, la fréquence de 'EBO et de
I'adénocarcinome cesophagien dans une grande
cohorte de patients ScS et rechercher une asso-
ciation entre 'EBO et un sous-type de la maladie.

Tous les patients ScS successivement hospitalisés
dans le service de Rhumatologie A de I'hdpital
Cochin, pendant une période de 2 ans pour
un suivi systématique de leur maladie, ont été
inclus. Le diagnostic de ScS était basé sur les
criteres établis par I'Association Américaine de
Rhumatologie. C’était une étude transversale et
observationnelle. Tous les patients ont eu une
fibroscopie cesophagienne et gastrique avec
réalisation de biopsies, uniquement en cas de
Iésions macroscopiquement visibles.

Le diagnostic histologique d’EBO a été posé
chez quatorze patients ScS (12,7%). Des
Iésions macroscopiques suspectes d’EBO
avaient été détectées chez 24 patients, mais la
confirmation histologique n'a pu étre établie que
chez 14 patients. Aucune différence significative

n’a pu étre mise en évidence quant aux données
cliniques, biologiques ou morphologiques entre
le groupe des patients avec et celui sans EBO.
Notamment, les patients avec et sans EBO ont la
méme durée d’évolution de la maladie (10 ans),
une durée d’évolution du syndrome de Raynaud
similaire (13 ans) et un pourcentage de formes
cutanées limitées (environ 60%) équivalent.
Aucun adénocarcinome n’a été détecté dans cette
population. Par contre, 3 patients (21%) sur les 14
avec un EBO présentaient sur les biopsies une
dysplasie associée : 2 avec un bas grade (sur
une des 4 biopsies) et une avec un haut grade
(1 biopsie avec un haut grade et 2 avec un bas
grade).

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu
décrire I'évolution de 'EBO et estimer le risque
d’'adénocarcinome cesophagien des patients
ScS avec EBO dans une étude européenne
prospective de 3 ans.

Les patients ScS ont été recrutés a partir de
centres appartenant au réseau EUSTAR. Le critére
d’inclusion était la découverte récente d’'un EBO
histologique sur des biopsies cesophagiennes.
Les patients étaient ensuite suivis de fagon
prospective et standardisée avec un contrble
endoscopique suivant les recommandations
actuelles selon la présence et le grade d'une
éventuelle dysplasie.

50 patients avec ScS et EBO (40 sans et 10 avec
dysplasie) ont été inclus et 46 ont complété le
suivi (138 patients-année). A baseline, les patients
EBO avec dysplasie avaient significativement
plus frequemment des formes cutanées limitées
et des anticorps anti-centromére que les patients
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sans dysplasie. Par ailleurs, la fréquence de
la dysphagie était plus élevée dans le sous
groupe avec dysplasie.

Durant les 3 années de suivi, 3/46 patients
ont eu un diagnostic de dysplasie de haut
grade et 1/46 d’adénocarcinome du cardia. Le

seul cas d’adénocarcinome a été détecté dans le
sous-groupe de patients avec dysplasie. Trois de
ces 4 patients ont eu un traitement spécifique local
endoscopique ou chirurgical. Un seul patient n’ayant
pas de dysplasie au début de I'étude a développé
une dysplasie de haut grade pendant le suivi.

Conclusion et perspectives

Ces études confirment que I'endobrachyoesophage est une complication classique du
reflux gastro-cesophagien de la ScS. L'étude européenne prospective multicentrique
montre une augmentation du risque d’adénocarcinome cesophagien dans la ScS et met
en avant la nécessité d'un suivi particulier des patients ScS avec EBO a haut risque de
développer un adénocarcinome cesophagien c’est-a-dire les patients ayant une dyspla-
sie sur EBO. Les patients ScS avec une forme cutanée limitée et des anticorps anti-cen-
tromeére ainsi que la présence d’'une dysphagie sont a considérer comme des patients
plus a risque de développer une dysplasie sur EBO.

Publications scientifiques issues de ce travail :

- Wipff J, Allanore Y, Soussi F et al. Prevalence of Barrett's esophagus. Arthritis Rheum 2005;52:2882-2888.

Le deuxieme travail a fait I'objet :

- Julien Wipff, Romain Coriat, Michela Masciocchi et al. Outcomes of Barrett's oesophagus related to systemic sclerosis: a 3-year EULAR Scleroderma Trials

and Research prospective follow-up study 2011;50:1440-4.
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Ulceres digitaux sclérodermiques :
enquéte de pratique

Patrick Carpentier et Camille Frances
Clinique Universitaire de Médecine Vasculaire,

CHU de Grenoble et Service de Dermatologie, Hopital Tenon, Paris

Introduction

Les ulceres digitaux sont fréquents dans la
sclérodermie systémique et, bien que de petite
taille, trés invalidants et difficiles a traiter. Une
premiére enquéte déclarative ayant montré que la
prise en charge était trés différente d'une équipe
a l'autre, le Groupe Frangais de Recherche sur la
Sclérodermie a décidé, fin 2004, de réaliser une
enquéte de pratique sur le sujet.

Cette enquéte a été réalisée a l'aide d'une fiche
d'observation standardisée, qui devait étre rem-
plie pour chaque consultant atteint de scléroder-
mie systémique et présentant un ulcére digital
actif entre le 22 septembre et le 13 octobre 2006.
Les données recueillies comprenaient 65 items
correspondant a la description de la maladie, a
celle des ulcéres, et aux modalités de prise en
charge.

Cinquante-huit observations ont été recueillies
par 23 médecins ; elles concernaient des
femmes dans 88% des cas, avec un age
médian de 56 ans ; la prévalence médiane des
ulceres digitaux, par centre, était de 7%. La
maladie sclérodermique évoluait en moyenne
depuis 8 ans ; il s'agissait dans 41% des cas
de sclérodermies cutanées diffuses, dans 55%
de sclérodermies cutanées limitées, et dans 4%
de sclérodermies limitées ; le score de Rodnan
médian était de 14, et on notait chez 47% des
patients une fibrose pulmonaire et chez 17% une
hypertension artérielle pulmonaire. Les ulcéres
étaient multiples dans 73% des cas ; 64% d'entre
eux étaient considérés comme principalement
ischémiques et leur ancienneté médiane était de
10 semaines (mais 10% n'évoluaient depuis plus
d'un an). Les ulcéres pulpaires représentaient
62% des cas. Les ulceres étaient plus fréquents
a droite (58%) et au niveau de l'index (45%). En

ce qui concerne la prise en charge diagnostique,
des radiographies des mains avaient été realisées
chez 84% des patients, mais des pressions
artérielles digitales chez seulement 7% d'entre
eux. Au niveau du traitement systémique, 52%
des patients recevaient un calcium-bloqueur,
40% recevaient ou avaient regu des perfusions
d'ilomédine, et 30% étaient sous bosentan
(dont un quart pour HTAP) ; 12% étaient sous
antibiothérapie. Les soins locaux étaient réalisés
par une infirmiére dans 76% des cas : prés du
quart des patients se débrouillaient seuls, et une
détersion mécanique n'était réalisée que dans
17% des cas ; les pansements "secs" et les
pansements gras représentaient chacun un tiers
des traitements locaux. Enfin, une hospitalisation
était requise dans 43% des cas et un traitement
chirurgical dans 21%.

Conclusion et perspectives

Cette enquéte de pratique a donc montré
la prévalence élevée des ulcéres digitaux
parmi les patients francais consultant
pour sclérodermie systémique, la sévéri-
té de ces ulcéres requérant fréquemment
hospitalisation et traitements lourds, et
des possibilitts d’amélioration des trai-
tements locaux. Ces constatations ont
amené le groupe a proposer des recom-
mandations qui ont été publiées dans la
Presse Médicale.

Publication :

Francés C, Allanore Y, Cabane J, Carpentier P, Dumontier C, Hachulla E,
et al. Prise en charge des ulcéres digitaux de la sclérodermie systémique:
recommandations d'un groupe pluridisciplinaire d'experts. Presse Med
2008;37:271-85.
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Comparaisons de la fréquence,
du type et du retentissement de la
douleur au cours de la sclérodermie
systémique et de la polyarthrite
rhumatoide

Serge Perrot, Service de Médecine Interne et Thérapeutique, Hotel Dieu, Paris
Philippe Dieudé, Service de Rhumatologie, Hopital Bichat, Paris
Yannick Allanore, Service de Rhumatologie A, Hépital Cochin, Paris

La douleur est le premier symptdme en rhumato-
logie, quelles que soient les pathologies, inflam-
matoires, auto-immunes ou dégénératives. Elle
altére la qualité de vie des patients atteints de
maladies rhumatologiques chroniques, mais ses
dimensions peuvent varier selon les pathologies,
justifiant des approches différentes. Dans les rhu-
matismes inflammatoires tels que la polyarthrite
rhumatoide, la douleur fait partie de I'évaluation
diagnostique et pronostique de la maladie. Elle
est notamment un des items des criteres dia-
gnostiques ou encore du DAS 28. Dans la sclé-
rodermie, la douleur est un symptdme moins
bien évalué, moins bien connu. Nous avons donc
voulu comparer la douleur de la polyarthrite rhu-
matoide et de la sclérodermie systémique, dans
des cohortes de patients suivis en rhumatologie
et médecine interne.

L'objectif de I'étude était de comparer l'intensité
et la qualité de la douleur chez les patients
suivis pour sclérodermie systémique (ScS) et
polyarthrite rhumatoide (PR) dans 3 centres
hospitalo-universitaires.

Des patients consécutifs, pris en charge dans 3
centres de rhumatologie et médecine interne pour
ScS ou PR, ont rempli des auto-questionnaires
évaluant d’'une part la maladie et d’autre part
spécifiquement la douleur, ses dimensions, son
retentissement et ses traitements.

173 patients ont été inclus dans I'étude, a l'au-
tomne 2009.

Patients atteints de ScS :

100 patients (85 femmes), 4ge moyen 58112 ans,
poids 65,4 + 9,9 kg, taille 160 £7 cm, sévérité
moyenne 6,03 +/-4,4 (score de Medsger), SHAQ :
0,76 +/-0,6.

Nous avons trouvé 55 (55%) patients douloureux
(EVA 3,9+2,6) se plaignant de : 26 douleurs dif-
fuses, 25 syndrome de Raynaud, 22 douleurs
abdominales, 17 articulaires, 14 douleurs cuta-
nées, 9 douleurs musculaires. Une composante
neuropathique (score DN4) est trouvée chez 40
patients (40%).

Les douleurs avaient un retentissement sur I'acti-
vité générale : 3,6/10 ; sur I'humeur 2,5/10 ; sur
la marche 2,7/10 ; sur les activités domestiques
3,7/10 ; sur les activités sociales 1,6/10 ; sur le
sommeil 3,4/10 ; sur le goQt de vivre 2,5/10.

Les traitements antalgiques étaient : AINS dans
7 cas, antalgiques de palier 1 dans 20 cas, pa-
lier 2 dans 19 cas, palier 3 dans 2 cas, antiépi-
leptiques dans 4 cas, antidépresseurs dans 3
cas, kinésithérapie dans 9 cas.

Patients atteints de PR :

73 PR (68 femmes), 4ge moyen 44,2 +14 ans ; poids
72,5 12 kg, taile 1618 cm, DAS28 4,36 £1,5,
HAQ1, 4+0,8
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Nous avons trouvé une fréquence et une intensité
significativement plus importantes (p<0.01) : 55
(75%) patients douloureux (EVA 5,312,1) se plai-
gnant de 42 douleurs articulaires, 14 douleurs dif-
fuses, 2 douleurs musculaires, 1 douleur cutanée,
1 douleur viscérale. Nous avons trouvé une com-
posante neuropathique significativement moins
fréquente (p<0.01), chez seulement 24 patients
(32,8%).

Nous avons trouvé un retentissement significative-
ment plus important des douleurs (p<0.01), sur l'acti-

vité générale : 5,7/10 ; sur Thumeur 4,1/10 ; la marche
4,9/10 ; sur les activités domestiques 5,9 /10 ; sur les
relations sociales 3,2/10 ; sur le sommeil 4,2/10, sur le
go(t de vivre 3,5/10.

Alors que les douleurs étaient plus importantes et fré-
quentes, les traitements antalgiques étaient significative-
ment moins fréquents : AINS dans 7 cas, antalgiques de
palier 1 dans 20 cas, palier 2 dans 24 cas, palier 3 dans
1 cas, antiépileptiques dans 3 cas, antidépresseurs des
douleurs neuropathiques dans 4 cas, kinésithérapie
dans 9 cas.

N

Sex ratio

femmes femmes

ScS PR
100 73
85 68

Age

58112 44,21t 14

ans ans

EVA douleur

3926 5321

Patients
douloureux

55 % 75 %

Douleur
neurophatique
(DNA4+)

40 % 32,8 %

Conclusion et perspectives

Dans la polyarthrite rhumatoide, les patients ont des douleurs plus intenses, plus
fréquentes et plus génantes que dans la sclérodermie systémique, essentiellement
articulaires, mais qui semblent insuffisamment traitées.

Dans la sclérodermie systémique, les douleurs sont plus polymorphes, les patients
se plaignant plus souvent de douleurs diffuses, liées au syndrome de Raynaud, de
douleurs abdominales et de douleurs avec composante neuropathique, qui pourraient
justifier des approches antalgiques spécifiques. La sclérodermie représente une
situation clinique ou tous les types de douleurs peuvent étre rencontrés, et ces
douleurs représentent une difficulté non négligeable dans la vie des patients.

Les futures études thérapeutiques réalisées dans la sclérodermie devraient intégrer
des questionnaires d’évaluation de la douleur, analysant les douleurs articulaires,
viscérales, neuropathiques et vasculaires. Ces symptomes devraient aussi étre
intégrés dans I'analyse de la qualité de vie des patients sclérodermiques.
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) est une
affection chronique a [l'origine d’un handicap
important. La main est trés fréquemment touchée
au cours de la ScS. En effet, les patients atteints
de sclérodermie systémique présentent dans la
trés grande majorité des cas un phénomene de
Raynaud invalidant. Ce phénoméne de Raynaud
peut se compliquer d’ulcérations digitales, qui
surviennent chez plus d’'un patient sur deux et
peuvent étre récurrentes, elles représentent
un préjudice marqué. De plus, la sclérodermie
systémique peut étre a l'origine d’une atteinte
articulaire responsable de douleurs articulaires,
d’arthrites et de déformations.

L'échelle de la main de Cochin a été mise au
point par les rééducateurs de I’'Hépital Cochin, en
particulier Serge POIRAUDEAU, au cours de la
polyarthrite rhumatoide en 1996 (1). Cette échelle,
qui est un auto-questionnaire a 18 questions, a
été mise au point auprés de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide. Il permet de mesurer le
handicap fonctionnel de la main au cours de la
polyarthrite rhumatoide. L'échelle de la main de
Cochin a également été validée au cours de la
rhizarthrose (arthrose du pouce) (2).

Si certaines échelles sont disponibles pour
mesurer le handicap de la main au cours de la
ScS, en particulier le HAMIS, aucune d’entre elles
n’était simple d’utilisation. C’est pourquoi nous
avons envisagé d'utiliser I'échelle de la main de
Cochin pour évaluer le handicap de la main au
cours de la ScS.

Mesure du handicap
fonctionnel de la main

Luc Mouthon, Service de Médecine interne, Centre de référence maladies
systémique et autoimmunes rares : vascularites nécrosantes

et sclérodermie systémique, Hopital Cochin

Méthodes

Nous avons utilisé I'échelle de la main de Cochin
(1). Cette échelle est un auto-questionnaire a
18 questions.

1. Dans un premier temps, nous avons testé cette
échelle sur une population de 50 patients atteints
de ScS, a l'occasion d'un Congrés annuel de
I’Association des Sclérodermiques de France.
Nous avons également demandé aux patients de
remplir des échelles de mesure du handicap global
(Health Assessment Questionnaire : HAQ), de la
qualité de vie (SF-36), d’anxiété et de dépression
(Health Anxiety and depression : HAD).

2. Dans un deuxieme temps, nous avons élargi
notre étude auprés de patients du service de
Médecine Interne de [I'Hopital Cochin et de
membres de I'’Association des Sclérodermiques de
France a I'occasion de réunions annuelles, dans
une cohorte de 213 patients sclérodermiques.

3. Dans un troisieme temps, nous avons donc
mené une autre étude utilisant les mémes
questionnaires auprés des 189 patients suivis
dans les services de Médecine Interne de I'Hopital
Cochin et de I'Hopital de Lille et/ou de membres
de I'Association des Sclérodermiques de France
au moment d’une réunion annuelle. Dans cette
troisieme étude, nous avons noté le mécanisme
supposé des ulceres digitaux présentés par les
patients.

Figure 1. Mains d’un patient sclérodermique.
Rétraction des doigts en flexion a l'origine d’un
handicap fonctionnel important.
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1. Notre premiére étude nous a permis de
valider le score de la main de Cochin au
cours de la ScS et de mettre en évidence que
le handicap de la main, représente 2/3 du
handicap global mesuré par le score HAQ au
cours de cette maladie (3).

2. Notre deuxieme étude, menée sur une
cohorte de 213 patients, nous a permis
d’identifier que les ulcéres digitaux lorsqu’ils
étaient présents, étaient associés a une
majoration du handicap de la main au cours
de la ScS. Malheureusement, dans cette
étude, il n’était pas fait de distinction entre les

ulceres digitaux développés sur les Iésions ou sur
les calcinoses, les ulcéres digitaux en rapport avec
des phénoménes traumatiques, en particulier des
phases d’extension des articulations et des ulcéres
digitaux de mécanisme vasculaire survenant au
niveau de la pulpe des doigts (4).

3. Dans notre troisitme étude, menée sur un
collectif de 189 patients, 60 patients avaient au
moins un ulcére digital et 90 % d’entre eux avaient
au moins un ulcere digital de mécanisme vasculaire.
On retrouvait, la encore, un handicap fonctionnel
de la main, significativement altéré au cours de
la sclérodermie, comparativement a ce qui était
observé chez des patients sclérodermiques n’ayant
pas d’ulcere digital au moment de I'évaluation (5).
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3. Rannou F, Poiraudeau S, Berezné A, Baubet
T, Le-Guern V, Cabane J, et al. Assessing
disability and quality of life in systemic sclerosis:
construct validities of the Cochin Hand Function

Conclusion et perspectives

Scale, Health Assessment Questionnaire (HAQ), L’échelle de la main de Cochin est valide et peUt étre
P il eclieiiell Utilisée pour mesurer le handicap fonctionnel de la main
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) est une
affection chronique a [l'origine d’'un handicap
important. Comme nous l'avons précédemment
montré, c’est la main qui est le siége du handicap
fonctionnel le plus important au cours de la
ScS (1). Aprés la main, la bouche est une zone
trées fréquemment touchée au cours de la ScS.
Ainsi, alors que les patients sclérodermiques se
plaignent au quotidien de multiples désagréments
en rapport avec l'atteinte buccale de la ScS
(figure 1), il n’existait, avant que nous menions
notre travail, aucun instrument de mesure
permettant de quantifier le handicap fonctionnel
de la bouche au cours de la ScS.

Méthodes

Nous avons adressé a 100 patients suivis dans le
service de Médecine Interne de I'Hopital Cochin
et a 10 experts de la ScS et/ou du handicap et/
ou dentistes/stomatologistes une lettre leur
demandant de nous répondre en faisant la liste
des activités qui étaient limitées du fait de I'atteinte
buccale de la ScS.

74 patients nous ont répondu ainsi que I'ensemble
des experts et nous avons pu, avec l'aide des
réponses des patients et des experts, constituer
une premiére liste de 36 items. Cette premiére liste
a été testée sous forme d'un auto-questionnaire
en association a d’autres questionnaires de
handicap et de qualité de vie lors d’une réunion
annuelle de I'Association des Sclérodermiques
de France et auprés de patients du service de
Médecine Interne de I'H6pital Cochin.

Les questions redondantes ont été éliminées ainsi
que les questions pour lesquelles un nombre trés
limité de patients semblait concerné. Nous avons
obtenu une échelle de 12 items que nous avons
baptisée MHISS (Mouth Handicap in Systemic
Sclerosis).

Echelle de mesure du handicap
fonctionnel de la bouche

Luc Mouthon, Service de Médecine interne, Centre de référence maladies
systémique et autoimmunes rares : vascularites nécrosantes

et sclérodermie systémique, Hopital Cochin

Nous avons donc obtenu une échelle de 12 items,
MHISS (Mouth Handicap in Systemic Sclerosis),
qui mesure le handicap de la bouche en rapport
avec la ScS et comporte trois axes :

- un premier axe a 5 items correspondant a la
sécheresse buccale ;

- un deuxiéme axe a 5 items correspondant aux
défauts d’ouverture buccale ;

- un troisieme axe a 2 items correspondant a une
composante esthétique.

Cette échelle de bouche est bien corrélée avec
I'échelle HAQ qui mesure le handicap global. Le
handicap de la bouche représente dans notre
étude 36 % du handicap global mesuré par le
score HAQ. Cette échelle de handicap de la
bouche est peu corrélée a I'anxiété et a la dépres-
sion.

Figure 1. Patiente sclérodermique. Telangiecta-
sies et plis radiés péribucaux.
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Tableau 1. Echelle MHISS : Mouth Handicap in Systemic Sclerosis Scale.

« Comme vous le savez probablement, votre sclérodermie systémique peut toucher votre visage et votre
bouche. Ce questionnaire a pour but d’évaluer a quel point I'atteinte de votre visage et de votre bouche
retentit sur votre quotidien. »

Jamals| Rarement | Régullbrement| Souvent | Toujours
1]Je sing DU |3 bolsche 1] 1 2 3 4
lhdﬁiﬂuﬁﬁhﬁiﬂum. 8 i 2 3 d
aicooksbes acides)
3| hi das dehieufiés & 1 1 2 3 4
d|Micn deniisie a des Bfficultés & effeciuer les soins | 0 i F ) 3 4
IIL'H.!I!MHHHW 1] 1 2 3 4
§|Mes MnTes stiou mes sonl rétraciées g 2 3 4
T|lia bowche 5t sche 1] 2 3 .
B|J& doig bowre Souveni a 2 ] 4
a 1 2 3 4
1] 1 2 E] 4
1 i i E] 4
1] i 2 3 4

Conclusion et perspectives

Nous avons mis au point la premiére échelle de mesure de handicap de la bouche
au cours de la ScS (2). Cette échelle permet de cibler trois aspects fonctionnels
majeurs :

- le défaut d’ouverture buccale,

- la sécheresse buccale,

- le préjudice esthétique,

Ces trois aspects constituent des priorités au cours de la ScS.

Cette échelle est actuellement utilisée dans des travaux évaluant l'intérét de la réé-
ducation fonctionnelle au cours de la ScS de fagon a valider un bénéfice de ce trai-

tement sur I'atteinte de la bouche et tester sa sensibilité au changement.
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Thérapeutique et
Pharmacologie

Influence des inhibiteurs calciques
dihydropyridiniques
sur le stress oxydant
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Introduction

Les phénoménes vasculaires sont fondamen-
taux dans la sclérodermie systémique. lls sont
particulierement illustrés par le syndrome de
Raynaud qui est une des caractéristiques com-
munes a toutes les formes de la maladie. Ce
spasme vasculaire induit des lésions d'isché-
mie-reperfusion (déréglement du tonus vascu-
laire avec changements anarchiques du calibre
des vaisseaux responsables) par des succes-
sions de manque ou d’excés d'oxygéne ce qui
produit des radicaux libres. Ces radicaux libres
sont des espéces chimiques produites par divers
mécanismes physiologiques ; ils sont utiles pour
I'organisme normal & doses modérées, mais leur
production excessive peut entrainer des phé-
noménes toxiques pour différentes molécules :
protéines, lipides, ADN. La balance et I'équilibre
entre la production et I'élimination des radicaux
libres constituent le stress oxydant. D’autre part,
les cellules mononucléees (monocytes, lympho-
cytes) qui infiltrent précocement les espaces péri-
vasculaires sont également capables de produire
de grandes quantités d’anions superoxyde et de
différents autres radicaux libres. Ceux-ci agissent
sur les membranes cellulaires cytoplasmiques
et la peroxydation lipidique, ils sont suspectés
d’entretenir les |ésions vasculaires de la maladie
et pourraient expliquer en partie le lien entre ces
phénomeénes vasculaires, les déréglements fibro-
blastiques et dysimmunitaires, notamment 'appa-
rition d’autoanticorps, constatés dans cette mala-
die. Des travaux antérieurs ont déja montré une
production excessive de certains dérivés radicu-
laires et une augmentation des lipides péroxydés.
Les inhibiteurs calciques sont un traitement fon-
damental dans la ScS pour les atteintes vascu-
laires périphériques et cardiaques. Des travaux
récents suggeéerent qu’'une partie de leurs effets
cardiologiques, notamment anti-athéromateux,
pourrait provenir de propriétés antioxydantes,
expliquées par la structure dihydropyridinique de
certaines molécules.

Nous avons mené plusieurs travaux consécutifs
afin d’étudier les propriétés anti-oxydantes des
anticalciques.

Tout d’abord, nous avons évalué I'état du stress
oxydant par des marqueurs plasmatiques chez
40 patients atteints de sclérodermie ayant inter-
rompu leur traitement anti-calcique comparés a
20 témoins sains et étudié ces mémes marqueurs
une fois le traitement anti-calcique repris. Les
principaux marqueurs évalués ont été : malon-
dialdehyde (oxydation lipidique), lipides hydrope-
roxydés, anticorps anti-LDL oxydées, protéines
carbonylées (oxydation protéiques), F2-isopros-
tanes, ainsi que les capacités de défenses anti-
oxydantes (glutathion, superoxyde dismutase,
thiols totaux). Certains résultats sont illustrés
dans la figure 1, mais nous avons confirmé un
haut niveau de stress oxydant chez les scléroder-
miques et surtout mis en évidence la diminution
des marqueurs sériques du stress oxydant sous
traitement par inhibiteurs calciques. Les mesures
étaient faites au départ aprés 3 jours d’arrét des
traitements puis refaites aprés la troisiéme prise
du médicament.

Nous avons ensuite étendu ces résultats par des
mesures de marqueurs d’agression vasculaire
et d’angiogenéses couplées a des mesures du
stress oxydant. Pour cela, nous avons étudié
40 malades consécutifs avec des mesures sans
traitement puis aprés 14 jours de nifédipine
(60 mg/j) et 20 sujets sains de méme age et
appariés pour le sexe. Tous ces marqueurs
étaient augmentés a I'état basal chez les malades
confirmant l'activité vasculaire de la maladie
mais les résultats les plus intéressants ont été
la découverte d’une relation de corrélation entre
les marqueurs d’oxydation protéique (carbonyles)
et d’angiogenése (VEGF) (figure 2) et de la
baisse des marqueurs d’agression endothéliale
(s-VCAM-1) aprés traitement par nifédipine sans
toutefois d’influence sur I'angiogenése (figure 3).
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Figure 2 : Corrélation entre les concentrations de
carbonyles (marqueurs d’oxydation protéique) et
de VEGF (principal facteur pro-angiogénique)
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Figure 3 : Baisse significative des concentrations
en s-VCAM, marqueurs d’agression endothéliale,
apres traitement par nifédipine.
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Ces résultats montrent une diminution du stress
oxydant évalué par des marqueurs plasmatiques
au cours de la SSc en cas de traitement par les
inhibiteurs calciques dihydropyridiniques. L'objec-
tif suivant a été d’étudier les mécanismes d’action
de ces produits car leur effet bénéfique peut pro-
venir de I'amélioration des phénomeénes vascu-
laires spastiques qui est bien établie et/ou d’action
cellulaire spécifique a cette classe médicamen-
teuse. Les monocytes semblent étre une cellule
candidate : ils produisent de grande quantité de
radicaux libres, participent en particulier au stress
oxydant impliqué dans I'athérosclérose, et sont
présents dans la sclérodermie dans les Iésions
précoces. Les capacités de production d’anion su-
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peroxyde (un dérivé radicalaire) par ces cellules,
in vitro, a I'état de base et aprés stimulation par
le PMA, ainsi que les défenses anti-oxydantes
(superoxyde dismutase, thiorédoxine réductase)
ont été mesurées chez 10 témoins et 12 malades
atteints de sclérodermie systémique avant et
aprés traitement par nifédipine pendant 14 jours
(60 mg/j). Il a été observé que les monocytes de
patients produisaient plus d’anion superoxyde
que ceux de témoins mais que le traitement par
nifédipine permettait de diminuer cette synthése.
Des tests pharmacologiques ont montré ensuite
in vitro que ces effets étaient dose dépendant,
maximum pour les anti-calciques de la classe des
dihydropyridines et qu’ils étaient médiés par les
protéines kinase C (figure 4).

Figure 4 :

Production d’anion superoxyde par les monocytes
apres stimulation par le phorbol myristate acetate
(PMA; 100 nM) aprés 15 min. Sujets sains (n =
10), patients avec ScS apres arrét des anti-cal-
ciques (valeurs de base) puis apres 60 mg/j pen-
dant 14 jours de nifedipine (NIF) (n = 12) (a) ;
Sujets sains (n = 5) traités ou non par différentes
concentrations de nifédipine 30 minutes avant
activation par le PMA (b) ; et sujets sains avec
ou sans traitements préalable a la stimulation
PMA par différents anti-calciques (10 uM) (c). *P
< 0.05; **P < 0.01 en comparaison des contréles.

Conclusion et perspectives

Ces différentes approches montrent que les inhibiteurs calciques de la classe des
dihydropydines réduisent le stress oxydant. |l est probable qu’ils aient une double
action en limitant le syndrome de Raynaud et donc les phénoménes d’ischémie
reperfusion mais aussi des effets propres cellulaires. Ceci renforce leur place dans
'arsenal thérapeutique de la ScS qui est marquée par un spasme vasculaire et
un stress oxydant marqué. Ces résultats confortent la place de ces médicaments
comme traitement de premiére a visée vasculaire dans cette maladie.
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- Allanore Y, Borderie D, Lemaréchal H, Ekindjian OG, Kahan A. Acute and sustained effects of dihydropyridine-type calcium channel antagonists on oxidative

stress in systemic sclerosis. Am J Med. 2004;116:595-600.
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- Allanore Y, Borderie D, Lemaréchal H, Ekindjian OG, Kahan A. Nifedipine decreases sVCAM-1 concentrations and oxidative stress in systemic sclerosis but
does not affect the concentrations of vascular endothelial growth factor or its soluble receptor 1. Arthritis Res Ther. 2004;6:R309-14.
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Introduction

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est
une maladie grave sans traitement curatif a ce
jour. Elle survient dans environ 8% des cas chez
les patients ayant une sclérodermie systémique,
etelle en représente alors une complication grave.
Contrdler ou guérir THTAP est actuellement le
défi thérapeutique le plus important dans la sclé-
rodermie systémique, car les traitements actuels
(inhibiteur de I'endothéline, inhibiteur de la phos-
phodiestérase 5, prostanoides) ne sont pas suf-
fisamment efficaces. La metformine est un médi-
cament ancien, disponible par voie orale, utilisé
dans le diabéte de type Il, ayant des propriétés de
protection vasculaire et relativement bien toléré.
Notre équipe a montré récemment que la metfor-
mine était efficace dans 2 modeéles précliniques
d’'HTAP chez le rongeur. Une étude ouverte pros-
pective bi-centrique (Nantes, Bordeaux) a donc
été décidée en 2010 pour évaluer I'impact théra-
peutique de la metformine (500 mg a 3000 mg/j
p.o. pendant 4 mois) chez les patients souffrant
d’'HTAP idiopathique ou associée aux connecti-
vites, dont la sclérodermie systémique. L'objectif
principal est de montrer une amélioration de la
distance parcourue lors du test de marche de
6 minutes, critére de surveillance habituel sous
traitement de I'HTAP, a 4 mois de traitement par
metformine par rapport a l'inclusion.

Ce protocole a regu lavis favorable de
IAFSSAPS, le 26 novembre 2010, et lavis
favorable définitif du CPP Ouest-6, début 2011. A
ce jour, 8 mois aprés la mise en place de I'étude,
il N’y a pas eu encore d’inclusion de patients dans
ce protocole. Une dizaine de patients suivis a
Nantes ont déja été contactés mais n’ont pas été
inclus pour des raisons de refus, ou d’apparition
d'un critere d’exclusion a I'étude. Pour des
raisons passagéres d’effectif médical insuffisant,
le centre de Bordeaux n’a pas pu procéder au

Evaluation de I'efficacité thérapeutique
de la metformine dans ’HTAP

Alain Haloun, Service de Pneumologie, CHU Nantes,
Christian Agard, Service de Médecine Interne, CHU Nantes
. Inserm UMR915, « Signalisation de I'hypertension et de la resténose »

screening puis a linclusion de patients. Les
responsables de I'étude restent motivés pour
mener a bien ce projet mais étudient I'ensemble
des facteurs concourant a un rythme d’inclusion
qui s’annonce plus faible que prévu (33 patients
sont prévus dans ce protocole, pour une durée
totale de I'étude initialement prévue de 2 ans).
Une réflexion est engagée sur la modification
éventuelle des critéres d’inclusion. En effet, a ce
jour, seuls les patients stables sous traitement
oral par inhibiteur des récepteurs de I'endothéline
(bosentan Tracleer®, ou ambrisentan Volibris®)
+ inhibiteur de la phosphodiestérase-5 (sildénafil
Revatio®, ou tadalafil Adcirca®) étaient ciblés
pour recevoir la metformine pendant 4 mois
en traitement additionnel. Nous envisageons
d’inclure également les patients stables sous
trithérapie, ceux qui sont sous prostacycline.
Ceci nécessitera un amendement au protocole.
Par ailleurs, une fois les inclusions débutées,
un contact sera pris avec dautres centres
susceptibles d’inclure des patients, avec la volonté
d’inclure davantage de patients sclérodermiques.

Hermaxls

HaCl 0.5%

Hypoxie
Metfarmine E

Effets de la metformine sur les artérioles pulmonaires
chez le rat. Au cours de 'HTARP, les artérioles sont dites
«remodelées» (épaissies). La metformine permet d’évi-
ter en partie cet épaississement et améliore ainsi lHTAP
dans ce modeéle animal. La metformine mérite donc
d’étre évaluée en tant que traitement de 'HTAP chez
I’lhomme.
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Introduction

De nombreuses études suggérent que le stress
oxydant est augmenté dans les tissus des patients
atteints de sclérodermie systémique. Une des
cibles des radicaux libres de I'oxygéne est repré-
sentée par les lipides constituant les membranes
des cellules, dont le plus abondant est I'acide
arachidonique. Dans cette situation, des produits
de dégradation sont formés, parmi lesquels les
isoprostanes. Ces derniers ont 'avantage d’étre
stables dans les urines, leur dosage est repro-
ductible, et ils sont les meilleurs marqueurs pour
quantifier les dommages membranaires liés aux
radicaux libres de I'oxygéne.

Nous avions préalablement montré que les taux
urinaires d’isoprostanes sont élevés dans la sclé-
rodermie par rapport a des sujets sains, mais
aussi par rapport a des sujets présentant un phé-
nomeéne de Raynaud primaire sans sclérodermie.
Il existe des médicaments dits « anti-oxydants »
tels que la vitamine E et C, mais a ce jour aucune
étude ne permet de démontrer leur utilité. Nous
avons donc testé l'effet d’'un médicament anti-
oxydant, la vitamine E, a doses élevées, dans la
sclérodermie. Cet effet a été évalué sur le mar-
queur de stress oxydant (isoprostanes urinaires)
et sur la réponse microvasculaire a un froid géné-
ralisé (température de la pieéce de 15°C).

La publication scientifique issue de ce travail :

Vitamine E et stress oxydant

Jean-Luc Cracowski, Pr Patrick Carpentier. Centre d’Investigation Clinique
et Service de médecine vasculaire, CHU de Grenoble

33 patients présentant une sclérodermie sys-
témique, en majorité au stade de sclérodermie
cutanée limitée ont accepté de participer. Apres
tirage au sort, un traitement par placebo (13 su-
jets), vitamine E 500 mg/j (10 sujets) ou vitamine
E 1000 mg/j (10 sujets) leur a été attribué pen-
dant 3 semaines.

Aprés 3 semaines, les concentrations dans le
plasma de la vitamine E étaient logiquement
augmentées proportionnellement a la quantité de
vitamine E ingérée. Ceci permettait de s’assurer
que les patients avaient bien pris le traitement,
et qu’il n’existait pas de mauvaise absorption de
vitamine E.

Malgré cette augmentation des concentrations de
vitamine E dans le plasma, nous n’avons observé,
ni une baisse des isoprostanes dans les urines,
ni une amélioration de la réponse vasculaire des
mains lors de I'exposition a un froid généralisé.

Conclusion et perspectives

La vitamine E ne permet donc pas
d’améliorer des parameétres intermeé-
diaires de dommage cellulaire ou fonc-
tionnel dans la sclérodermie lorsqu’elle
est donnée sur une durée courte (3 se-
maines). Il 'y a donc pas d’argument
pour aller plus loin dans I'évaluation de
ce médicament anti-oxydant. Ce résul-
tat négatif nous a amené a travailler
sur d’autres pistes thérapeutiques.

Cracowski JL, Girolet S, Imbert B, Seinturier C, Stanke-Labesque F, Bessard J, Boignard A, Bessard G, Carpentier PH. Effects of short-term treatment with
vitamin E in systemic sclerosis: a double blind, randomized, controlled clinical trial of efficacy based on urinary isoprostane measurement.Free Radic Biol

Med. 2005;38:98-103.
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Figure 1A. Evolution des
concentrations dans le plas-
ma de vitamine E avant et
21 jours apres traitement de
patients volontaires présen-
tant une sclérodermie par un
placebo, de la vitamine E a
500 mg/j ou 1000 mg/j. On ob-
serve ['élévation des concen-
trations sous traitement

Figure 1B. Evolution des
concentrations dans les urines
d’isoprostanes avant (J-1 et
JO) et 21 jours apres ftraite-
ment de patients volontaires
présentant une sclérodermie
par un placebo, de la vitamine
E a 500 mg/j ou 1000 mg/j. On
observe que le médicament
n’a aucun effet sur ce mar-
queur de dommage cellulaire.
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Rapamycine et Mycophenolate mofetyl
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Introduction

La ScS est une affection hétérogéne au cours de
laquelle I'atteinte cutanée prédomine et est en gé-
néral bien corrélée aux atteintes viscérales. Cette
sclérose est mesurée en pratique clinique par le
score de Rodnan qui permet d’évaluer la sévérité
de l'atteinte cutanée (Valentini et al., 2003, Ann
Rheum Dis, 62 :904). L’évolution, bien que lente,
du phénoméne fibreux au cours de la ScS est
dramatique puisqu’elle s’accompagne d’une perte
progressive de la vascularisation tissulaire. Peu
de traitements ont, a ce jour, fait la preuve de leur
totale efficacité pour prévenir la progression de la
maladie ou permettre de faire régresser la fibrose.
Bien que des études préliminaires aient montré
que l'utilisation d'immunossupresseurs comme le
cyclophosphamide permet d’améliorer l'atteinte
cutanée et de stabiliser la fonction pulmonaire
(Akesson et al., 1994, Arthritis Rheum, 37:729;
White et al., 2000, Ann Intern Med, 132:947), ces
effets semblent assez limités.

L'objectif de ce travail a été d’identifier les effets
potentiels antifibrosants d’autres immunosuppres-
seurs en étudiant in vitro les effets des immuno-
supresseurs rapamycine et mycophénolate mofé-
tyl (MMF) sur des fonctions fibroblastiques, clefs
dans la fibrogénése : synthése des collagenes
fibrillaires et des enzymes contrdlant la dégrada-
tion des collagénes (MMP-1), capacité des fibro-
blastes a migrer et a contracter des lattices de
collagéne.

L'ensemble des expérimentations effectuées sur
des fibroblastes (fibroblastes cutanées obtenus
par explant a partir de biopsies cutanées ou une
lignée de fibroblastes pulmonaires (WI26) en
culture a permis de montrer :

1) La rapamycine et le MMF répriment I'expression
etla production des collagénes fibrillaires COL1A1,

COL1A2 et COL3A1 évaluées respectivement par
PCR quantitative et Western-Blot. La rapamycine
agit en diminuant la stabilité des ARN messagés
(ARNm) de COL1A, COL1A2 et COL3A1 alors
que le MMF réprime la transcription de COL1A1
et COL1A2.

2) La rapamycine augmente la synthése de la
collagénase intersticielle MMP-1 en stimulant la
voie de signalisation JNK/AP-1. En effet, I'étude
des mécanismes moléculaires responsables de
la modulation de I'expression de MMP-1 a permis
de montrer que :

a)larapamycine induitla phosphorylation
de c-Jun (facteur de transcription participant a la
régulation de I'expression de MMP-1), favorise
I'accrochage de c-Jun a I'’ADN (sur une séquence
consensus AP-1) et active la transactivation d’un
promoteur artificiel spécifique d’AP-1 (AP-1-lux).

b) la surexpression d’'un vecteur anti-
sens pour c-Jun inhibe la réponse de MMP-1 a la
rapamycine

= +
COLTAY and COLTAZ MMP-1 gang
gens sxprossion axproasion
= 1 ,.1
Type | collagen Type | collagen
Synthesis 'x.\_‘ r’"f degradation
Type | collagen
deposition

|
[ Tissus Fibrosis

Figure 1: Action de la rapamycine sur l'expression
des génes de la matrice extracellulaire
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c)larapamycine induitla phosphorylation
de JNK et ERK sans modifier la phosphorylation
de p38,

d) un inhibiteur spécifique de JNK
empéche la rapamycine de stimuler Ia
phosphorylation de c-Jun, d’'induire I'accrochage
de c-Jun a 'ADN (séquence consensus AP-1), et
d’activer la transactivation du promoteur artificiel
AP-1-lux,

e) un inhibiteur spécifique de JNK et
non de ERK inhibe la réponse de MMP-1 a la
rapamycine.

3) Outre les effets sur [I'expression des
composants de la MEC, le MMF inhibe la capacité
des fibroblastes a contracter des lattices de
collagénes. Cet effet est correlé a une diminution
des taux d’ARNm et protéiques de l'a-SMA
(Smooth Muscle Actin).

4) De plus, le MMF inhibe la capacité des
fibroblastes a migrer.

Figure 2: Le MMF inhibe la
capacité des fibroblastes a
migrer. Schématiquement,
une blessure (scratch) est
effectuée sur un tapis cellu-
laire (figure du haut), puis la
vitesse des cellules a combler
l'espace '"vide" est mesurée
en fonction du temps, en pré-
sence ou absence de MMF a
différentes doses.

Conclusion et perspectives

Cette étude constitue la premiére démonstration du potentiel antifibrosant de divers
immuno-suppresseurs comme la rapamycine ou le MMF (Poulalhon et al., 2006 J
Biol Chem, 281 : 33045; Roos et al., 2007, J Pharmacol Exp Ther, 321:583). En
effet, ces composés agissent a la fois sur la synthése des collagénes fibrillaires

et des enzymes contrélant la dégradation des collagénes (MMP-1) et sur la
capacité des fibroblastes a migrer et a contracter des lattices de collagéne. Ces
propriétés antifibrosantes indépendantes des propriétés immunosuppressives de
ces composés semblent particulierement importantes dans le contexte de maladies
d’origine immune comme la ScS. Il semble cependant indispensable de tester I'effet
de ces molécules in vivo sur des modeles de fibrose comme les modéles induits par
la bléomycine ou des modeéles de souris génétiquement modifiés.

Publications effectuées sur le sujet avec l'aide de I'ASF :

- Roos N, Poulalhon N, Farge D, Madeleine |, Mauviel A and F Verrecchia (2007). In vitro Evidence for a Direct Anti-Fibrotic Role of the Imnmunosupressive

Drug Mycophenolate Mofetil. J Pharmacol Exp Ther 321:583-9.

-Poulalhon N, Farge D, Roos N, Tacheau C, Neuzillet C, Michel L, Mauviel A and F Verrecchia (2006). Modulation of collagen and MMP-1 gene expression
in fibroblasts by the immunosuppressive drug rapamycin: a direct role as a anti-fibrotic agent? J Biol Chem 281:33045-52.
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Introduction

La fibrose se développe lorsque I'équilibre entre
la déposition de la matrice extracellulaire (ECM)
et sa dégradation est perturbé en faveur de la
déposition. Le but de notre étude était d’étudier
les effets de l'inhibition du protéasome (IP) sur la
machinerie biosynthétique des fibroblastes der-
miques humains dans le contexte de la fibrose.
Nous avons évalué l'effet de I'lP dans les fibro-
blastes quiescents et les fibroblastes activés par
le TGF-B, une cytokine capable d’induire la fi-
brose. Dans certaines expériences, nous avons
utilisé des fibroblastes provenant de personnes
touchées par la sclérodermie systémique (ScS).
Pour ce faire, nous avons évalué la production de
collagéne de type |, qui est le constituant principal
de 'ECM cutanée, et de MMP-1 qui a la capacité
de digérer la triple hélice du collagéne de type I.
De plus, nous avons évalué les niveaux de l'inhi-
biteur spécifique des MMP dénommé TIMP-1.

Nous avons observé que la production de colla-
géne de type | était fortement réduite dans les
fibroblastes dermiques incubés avec plusieurs
différents IP. Dans les mémes cultures, les IP ont
induit une augmentation dose-dépendante de la
MMP-1 et une diminution de TIMP-1. Les chan-
gements observés au niveau des protéines ont
été confirmés par les changements au niveau des
ARN messagers (ARNm) évalués par PCR quan-
titative et Northern blot. Ces effets étaient dépen-
dants de la dose des IP et du temps d’incubation.
Les doses de PSI nécessaires pour réduire de
50% le collagéne de type | ne différait pas signi-
ficativement entre les fibroblastes de ScS et
contrdles, mais celles nécessaires pour augmen-
ter la production de MMP-1 avaient la tendance a
étre plus élevées pour les fibroblastes ScS que
les contréles (p = 0.066). Plus remarquable, des
doses significativement plus élevées de Pl étaient

L’inhibition du protéasome

Serena Fineschi', Jean-Michel Dayer’, Carlo Chizzolini',

Walter Reith?, Pierre André Guerne®

(1) Immunology and Allergy, Department of Internal Medicine

(2) Department of Pathology and Immunology

(3) Rheumatology, Department of Internal Medicine ; Geneva University
Hospital, Geneva School of Medicine, Geneva, Switzerland

nécessaires pour inhiber le collagéne de type
| que pour augmenter la production de MMP-1
(p = 0.01). La concentration inhibitrice 50 était
de 0.36 + 0,.22 pM pour le collagene de type |, et
de 0.10 £ 0.05 pM pour MMP-1, et 1.14 + 1,00 pM
pour le TIMP-1.

Le TGF-B exerce in vitro et in vivo de puissants
effets profibrotiques. Dans nos expériences, la
production de collagéne a doublé en présence de
TGF-B. Cependant, les IP ont réduit de cing fois
la production de collagéne |, bien en dessous des
niveaux de la production spontanée et ont doublé
les MMP-1 en présence de TGF-f (fig. 1A). Le
TGF-B a multiplié par trois la production de TIMP-
1, effet abrogé par I'lP (figure 1A). Des résultats
similaires ont été obtenus lorsque les niveaux
d’ARNm ont été évalués par RT-PCR quantita-
tive (figure 1B). Ainsi, nos données indiquent que
l'inhibition du protéasome abolit I'activité profibro-
tique du TGF- B.
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En outre, les Pl ont fortement réduit la produc-
tion basale et stimulée (TGF-B) des collagénes
solubles détectés par le test rouge Sirius (figure
1 C) et a augmenté de dix fois I'activité collage-
nolytique exercée sur collagene de type | en I'ab-
sence ou présence de TGF-B. (figure 1D).

Pour comprendre, au moins en partie, les méca-
nismes impliqués dans les phénoménes obser-
vés, nous avons testé si les Pl pouvaient modi-
fier le niveau des MAP kinases et des différents
membres de la famille NF-kB. Alors que le TNF-q,
utilisé comme contréle positif, induisait la phos-
phorylation rapide de c-Jun, ERK, p38 et IkB-a
(accompagné par la dégradation de IkBa) (figure
2A), le Pl MG-132 induisait spécifiquement et de
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Figures 2

maniére dépendante du temps la phosphorylation
de c-Jun (figure 2A). Conformément a ces résul-
tats, I'intensité de fluorescence nucléaire de c-Jun
a été considérablement augmentée tandis que
celle de NF-kB n’a pas été modifiée (figure 2B).
Dans les cultures de controle, MG-132 a supprimé
la translocation nucléaire de NF-kB induite par le
TNF-a (figure 2B). Pour vérifier si I'effet de Pl sur
I'accumulation de c-Jun était dd a la phosphoryla-
tion de c-Jun, nous avons utilisé SP-600 125, un
inhibiteur spécifique de c-Jun N-terminal kinase
(JNK). SP-600 125 a abrogé la phosphorylation
de c-Jun et son accumulation nucléaire (figure
2C). Ainsi, dans les fibroblastes dermiques I'inhi-
bition du protéasome induit I'accumulation dans le
noyau de c-Jun, un événement favorisé par I'aug-
mentation de 'activité JNK.

La région du promoteur du géne de la MMP-
1 contient un site AP-1. Puisque c-Jun est un
membre des protéines formant AP-1, nous avons
testé si I'inhibition de JNK pouvait renverser I'aug-
mentation de la production de MMP-1 induite par
le Pl. Dans les fibroblastes cultivés en présence
de PI I'ajout de SP-600 125 a réduit de maniere
dose-dépendante la production de MMP-1 (Fig.
2D) sans modifications substantielles dans les ni-
veaux de collagéne de type | ou de TIMP-1. Dans
les expériences de contrble, nous avons testé si
l'inhibition de la translocation nucléaire de NF-kB
par le peptide inhibiteur SN50 pouvait induire les
mémes effets, mais cela n’était pas le cas (figure
2D). Ces données soulignent la spécificité de I'ef-
fet de la Pl sur c-Jun.

Conclusion et perspectives

Une augmentation de la synthése du collagéne non accompagnée par une dégradation adéquate
facilite le dép6t d’ECM ce qui conduit a la fibrose. La régulation négative du collagéne de type | et de
TIMP-1 et I'activation de la MMP-1 par les Pl a le potentiel d’inverser la production excessive de ECM
et la fibrose.

Le TGF-B joue un réle pivot en augmentant le niveau de transcription de plusieurs génes dont le
collagene de type | dans les fibroblastes. Nos résultats montrent que les IP exercent une régulation
négative sur la transcription du gene du collagéne sur les fibroblastes au repos et stimulés par le TGF-3,
et tout aussi efficacement dans les fibroblastes normaux et sclérodermiques. Nos données indiquent
un réle de c-Jun dans la production de MMP-1 induit par PI. En effet, Pl induit la phosphorylation de
c-Jun et 'accumulation nucléaire de c-Jun, tandis que I'inhibition pharmacologique de JNK inverse cet
effet et abroge la production accrue de MMP-1. Malgré les différences attendues en puissance des
quatre IP utilisés (bortezomib> MG-132 = PSI> lactacystine) leur capacité a réduire le collagéne de
type | et TIMP-1 tout en augmentent MMP-1, suggeére fortement que les phénoménes observés étaient
dus a un effet de classe et indiquent que le blocage du protéasome est une stratégie a explorer pour
le traitement de maladies caractérisées par une production excessive d’'ECM.
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Introduction

La fibrose tissulaire résulte d'un processus
complexe, dontune des principales conséquences
est le dépot excessif de composants de la matrice
extracellulaire (MEC), en particulier de collagenes
fibrillaires. Dans la peau, les fibres de collagéne
sont essentiellement constituées de collagene de
type | qui représente 80% du poids sec du derme.
Les fibres de collagene de type | résultent de
'assemblage de trois sous-unités : deux chaines
codées par le méme géne, le gene de collagene
a1, et une chaine codée par un autre géne, le
géne de collagéne a2. De nombreuses études
ont démontré que le dépot excessif des fibres de
collagéne de type | observé lors du développement
de fibroses tissulaires comme la sclérodermie
systémique (ScS) était essentiellement dd a
des dérégulations de la transcription des genes
en ARN messagers des sous-unités a1 et a2 du
collagéne de type | (respectivement COL1A1 et
COL1A2) qui conduisent a une augmentation
de I'expression et de la synthése du collagéne.
Cette accumulation de collagene peut également
résulter d'une diminution de sa dégradation
par diminution de [Iactivité des collagenases
(protéines capables de dégrader le collagéne).
L’halofuginone, un alcaloide issu de la plante
Dichroa febrifuga, posséde la capacité d’inhiber
la synthése de collagene dans différents modeles
animaux de fibroses cutanées ou pulmonaires
comme les modeles induits par la bléomycine
(Pines and Nagler, 1998; Pines et al., 2003). In vi-
tro, I'halofuginone inhibe la synthése de collagene
de type | dans différents types cellulaires (Granot
et al.,, 1993; McGaha et al., 2002; Pines et al.,
2003). Ainsi, I'objectif de ce travail a été d’étu-
dier les effets de I'halofuginone sur des fonctions
fibroblastiques clefs dans la réparation tissulaire :
prolifération cellulaire, synthése de collagéne, et
capacité des fibroblastes a contracter la matrice
extracellulaire.

L'ensemble des expérimentations effectuées ont
permis de montrer :

1) A des concentrations supérieures a 10-7M,
I'halofuginone inhibe la prolifération des cellules
par arrét du cycle cellulaire et affecte la viabilité
de fibroblastes.

2) A ces fortes concentrations, on observe une
inhibition de I'expression et de la production du
collagéne de type | via une action transcriptionnelle
sur les génes COL1A1 et COL1A2 (RT-PCR,
Western-Blot) (figure 1).

3) A des concentrations inférieures a 10-7M, qui
n’affectent pas le cycle cellulaire et la viabilité
cellulaire, on observe une activation des voies de
signalisation ERK, p38 et JNK (Western-Blot).
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L’halofuginone affecte des fonctions
fibroblastiques clefs
pour la réparation tissulaire
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Figure 1: L'halofuginone inhibe la production de
collagene de type 1
A l'aide d'un anticorps spécifique des sous uni-
tés alphat et alpha2 du collagéne de type I, on
observe une diminution de la quantité de protéine
apres 24h et 48h de traitement des fibroblastes
avec 10-6 et 10-7M d'halofuginone
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4) A ces faibles concentrations, I'halofuginone
diminue la capacité des fibroblastes a contracter
des lattices de collagéne, et inhibe la capacité

PD98059, inhibe l'effet de I'halofuginone sur la
capacité des fibroblastes a contracter des lattices
de collagéne suggeérant le réle crucial de la voie de

Monoxyde d’azote (NO) et réponse locale
au froid dans le phénoméne de Raynaud

Jean-Luc Cracowski, Matthieu Roustit, Dr Sophie Blaise. Centre

du TGF-B8 a induire la contraction des lattices signalisation ERK dans ce phénomeéne (figure 2).
de collagéne. Un inhibiteur chimique de ERK,
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Figure 2 : L'halofuginone inhibe la capacité des fibroblastes a contracter des lattices de collagene via la
voie de signalisation ERK

Des fibroblastes sont mis en culture dans du collagene. On observe une diminution du diametre de la
lattice de collagene apres 5 jours de culture (day 5, 1° colonne) qui témoigne de la capacité des fibroblastes
a contracter le matrice de collagéne. La présence de 5.10-8M d'halofuginone inhibe fortement cet effet
(2 colonne). Un inhibiteur chimique de ERK inhibe l'effet de I'halofuginone (3¢ colonne) alors que des
inhibiteurs de p38 et JNK sont sans effet sur les propriétés de I'halofuginone (4¢ et 5° colonnes)

Conclusion et perspectives

L'halofuginone affecte ainsi des fonctions fibroblastiques clefs dans la réparation
tissulaire et la fibrogénése comme la prolifération cellulaire, la synthése de collagéne,
et la capacité des fibroblastes a contracter la matrice extracellulaire. Nos travaux,

trées fondamentaux, ont permis en particulier, de décortiquer les mécanismes
moléculaires de I'action de ce composé sur la capacité des fibroblastes a contracter
la matrice extracellulaire. Il convient maintenant d’étudier les effets in vivo de ce
composé dans des études précliniques (modéles murins) et de tester la toléance
de ce composé chez 'homme avant d’envisager la moindre utilisation en clinique.

Publication effectuée sur le sujet avec I'aide de I'ASF :
- Tacheau C, Michel L, Farge D, Poulalhon N, Mauviel A and F Verrecchia (2007). Involvement of ERK signaling in halofuginone driven inhibition of fibroblast
ability to contract collagen lattices. Eur J Pharmacol 573:65-9.
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Lors d’'une exposition au froid, le flux sanguin
dans les vaisseaux de la peau diminue. Ce phé-
nomene permet au corps de préserver la chaleur
indispensable au fonctionnement de ses organes.
La réponse des vaisseaux au froid est complexe
et implique a la fois :

* une vasoconstriction (diminution du
diamétre des vaisseaux) d’origine nerveuse vé-
gétative (systéeme sympathique) et une réponse
locale. Cette réponse locale comprend la stimula-
tion d’enzymes (appelées Rho-kinases), qui sont
responsables de la sortie sur les membranes des
cellules des récepteurs adrénergiques a2c.

« une diminution de la vasodilatation, liée
a une diminution de la disponibilit¢é du monoxyde
d’azote (NO), un puissant vasodilatateur.

Dans le phénoméne de Raynaud primaire ou se-
condaire a la sclérodermie, il semble que toutes
ces réponses soient altérées au niveau de la mi-
crocirculation. Afin de pouvoir mieux étudier ces
phénoménes et évaluer des médicaments, nous
avons :

1) congu une sonde permettant de refroidir la
peau tout en enregistrant le débit sanguin dans la
microcirculation de la peau ;

2) utilisé, ensuite, cette sonde pour comparer la
réponse locale au froid de sujets présentant un
phénoméne de Raynaud primaire par rapport a
des sujets controles ;

d’Investigation Clinique et Service de médecine vasculaire, CHU de Grenoble

Introduction

3) enfin, testé I'effet sur la réponse locale au froid
d’une prise unique de 50 ou 100 mg de sildénafil,
un médicament agissant en augmentant la dispo-
nibilité du NO.

1. Mise au point de la sonde permettant de
refroidir localement tout en enregistrant le
flux sanguin cutané.

En collaboration avec [I'entreprise suédoise
Perimed, nous avons réalisé un dispositif
couplant une fibre optique avec un élément
Peltier. L'élément Peltier permet de refroidir sur
une face, l'autre face générant de la chaleur,
évacuée par un dispositif en silicone. Nous avons
pu montrer que cette sonde permettait bien
d’enregistrer I'évolution du flux sanguin de la peau
refroidie a 24°C ou a 15 °C de fagon reproductible
techniquement (les températures générées par la
sonde étaient fiables) et physiologiquement (les
réponses observées en terme de flux sanguin
étaient similaires a 7 jours, étude chez 22
volontaires sains).

A l'aide de cette sonde, nous avons pu décrire la
réponse normale du flux de la peau lors d’un froid
local : on observe une vasoconstriction immédiate
trés rapide, suivie dans les 10 minutes d'une
vasodilatation « paradoxale » (ce rebond est en
effet observé alors méme que l'application de
froid est constante), puis d’'une vasoconstriction
prolongée.

2. Comparaison de la réponse locale au
froid de sujets présentant un phénomene de
Raynaud primaire par rapport a des sujets
contréles.

Sondes laser monopoint (A) couplées a un élé-
ment Peltier et reliées a un systeme de refroidis-
sement par des tubes en silicone (B). Les sondes
sont fixées par des adhésifs double face (C). La
main repose sur un coussin a vide pour limiter les
artéfacts de mouvement.
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Nous avons comparé 21 patients présentant
un phénoméne de Raynaud primaire (sans
sclérodermie) a 20 sujets contréles. Pour chaque
sujet, laréponse locale au froid a été étudiée surla
pulpe, le dos du doigt et 'avant-bras. L’étude a été
répétée en présence d’'un anesthésique local pour
bloquer localement 'activité des nerfs (empécher
a la fois la stimulation des récepteurs sensibles
au froid et I'activité du systéme nerveux végétatif
sympathique). La vasoconstriction au froid des
doigts était exagérée chez les patients présentant
un phénomeéne de Raynaud alors que I'examen
de l'avant-bras était normal. L'examen détaillé
de la réponse permettait de voir que les patients
avec phénomene de Raynaud présentaient une
phase initiale de vasoconstriction identique,
mais qu'’ils ne présentaient pas de vasodilatation
paradoxale, et que le plateau de vasoconstriction
était plus prononcé. Ceci suggere que lors de la
stimulation locale au froid, indépendamment du
systeme sympathique, les voies des rho-kinases
et/ou la voie du NO sont localement anormales.
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3. Effet sur la réponse locale au froid d’une
prise unique de 50 ou 100 mg de sildénafil
(Viagra®), un médicament agissant en
potentialisant I’action du NO.

Comme la baisse de la disponibilit¢é du NO
est une des raisons expliquant la réponse
vasoconstrictrice au froid, nous avons testé
I'hypothése qu’'un médicament augmentant les
concentrations de NO en inhibant sa dégradation
pourrait étre utile dans la prise en charge du
phénoméne de Raynaud.

Nous avons donc exposé 15 patients présentant
un phénoméne de Raynaud primaire a un
refroidissement local du dos de deux doigts
affectés par le phénoméne de Raynaud. Ce
test a été réalisé a 7 jours d’intervalle sans
médicament, et 1 heure aprés la prise orale de
sildénafil 50 mg et 100 mg. Nous avons montré
que la prise de 100 mg de sildénafil augmente le
flux cutané dans I'heure qui suit sa prise, a la fois
a température ambiante et pendant un test de
refroidissement local de la peau a 24°C ou 15°C,
sans induire d’effets indésirables.

Effet sur le flux vasculaire
du dos du doigt d’'une dose

F— unique de sildénafil (50 mg en
eae— rouge ; 100 mg en vert) com-
Soeeeat 30 o parée a l'absence de médi-

cament (tracé bleu). Le tracé

est indiqué lors du maintien

de la température de la sonde

a 33°C pendant 5 mn, puis

pendant le refroidissement de

la sonde pendant 30 mn. On

observe que sous sildénafil 100

i el B L mg, le flux de base est plus éle-
S o vé, mais qu’il reste nettement
au dessus des autres groupes

pendant le refroidissement

= " Jocal.

Conclusions et perspectives

Une étude frangaise teste actuellement la prise de sildénafil au long cours dans les
ulcérations digitales de la sclérodermie. Notre travail donne des arguments scienti-
fiques en faveur d’un effet du sildénafil sur le flux cutané digital. Nous envisageons
de tester a plus grande échelle la prise orale de sildénafil a la demande avant I'ex-

position au froid.

Les publications scientifiques issues de ce travail :

- Roustit M, Hellmann M, Cracowski C, Blaise S, Cracowski JL. Sildenafil increases digital skin blood flow during all phases of local cooling in primary

Raynaud’s phenomenon. Clin Pharmacol Ther, sous presse.

- Roustit M, Blaise S, Millet C, Cracowski JL. Impaired transient vasodilation and increased vasoconstriction to digital local cooling in primary Raynaud's

phenomenon. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011;301:H324-30.

- Roustit M, Maggi F, Isnard S, Hellmann M, Bakken B, Cracowski JL. Reproducibility of a local cooling test to assess microvascular function in human skin.

Microvasc Res. 2010;79:34-9.
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L’iloprost augmente les cellules
Th22 et Th17 tout en diminuant les
* cellules Th1 via le récepteur IP dans

| la sclérodermie systémique

Marie-Elise Truchetet', Nicolo C. Brembilla', Elisa Montanari®,

Yannick Allanore? and Carlo Chizzolini'

(1) Immunology and Allergy, University Hospital and School of Medicine, Geneva,
(2) Service de Rhumatologie A, Hopital Cochin, Université Paris Descartes, Paris

Introduction

La pathogenése de la sclérodermie systémique
(ScS) reste mal comprise, mais implique l'interac-
tion d'au moins trois types de cellules : les fibro-
blastes, les cellules endothéliales et les cellules
du systeme immunitaire, notamment les lympho-
cytes T (LT). Ces derniers infiltrent les tissus at-
teints par la ScS, et en particulier la peau. Puisque
les fibroblastes adjacents a l'infiltrat inflammatoire
synthétisent trés activement le collagéne, il est
possible que les cellules inflammatoires et tout
particulierement les LT produisent des substances
qui activent les fibroblastes.

Les LT helper (Th) sont subdivisées en Th1, Th2,
Th17 et Th22, selon leurs capacités de production
de cytokines et I'expression des facteurs de trans-
cription. L’effet inhibiteur des cytokines Th1 et sti-
mulateur des cytokines Th2 sur la production de la
matrice extracellulaire de la part des fibroblastes
est bien connu, beaucoup moins étudié est celui
des Th17 et Th22.

L'iloprost est un analogue synthétique de la pros-
taglandine 12 (PGI2), largement utilisé comme va-
sodilatateur dans la ScS. Il se lie avec une haute
affinité au récepteur IP. En dehors de ses effets
vasodilatateurs, I'iloprost est connu pour inhiber la
production de TNF-a.

Nous avons récemment démontré que la prosta-
glandine E2 (PGE2), un important médiateur de
l'inflammation a laquelle l'iloprost est structurel-
lement lié, favorise I'expansion des cellules Th17
chez 'homme. Cette étude a été menée pour
étudier l'effet de liloprost sur les lymphocytes T
helper.

Nous avons inclus prospectivement 30 individus
sclérodermiques, se présentant dans le service
de Rhumatologie A de I'Hépital Cochin a Paris
et qui n'avaient pas regu de médicaments immu-
nosuppresseurs au moment de la prise de sang.
Vingt-neuf donneurs sains ont été recrutés comme
contréles dans le centre de transfusion sanguine
des Hopitaux Universitaires de Genéve.

Nous avons constaté que l'iloprost augmente la
production par les lymphocytes de sang périphé-
rique de l'interleukine (IL) IL-17A et IL-22 tout en
inhibant celle de l'interféron-gamma (IFN-y). Ces
effets ont été démontrés tout aussi bien chez les
personnes avec ScS que les donneurs sains et
apparaissaient a des doses d’iloprost compa-
rables a celles utilisées in vivo dans le traitement
des ulcéres digitaux. Par cytométrie de flux et
analyse multiparamétrique, nous avons pu dé-
montrer que liloprost favorise I'expansion des cel-
lules Th17 et Th22, tout en diminuant les cellules
Th1 (Figure 1). En réalisant des co-cultures de
lymphocytes T helper avec des monocytes auto-
logues, nous avons pu constater que l'iloprost
agit en partie directement sur les lymphocytes
T helper et en partie indirectement en modifiant
le comportement des monocytes. Ces derniers,
sous l'influence de liloprost, produisent des cyto-
kines qui augmentent I'expansion des Th17 et di-
minuent celles des Th1. Finalement, le récepteur
IP exprimé a la surface des lymphocytes et des
monocytes semble médier la plus grande partie
des effets que nous avons observés.
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Cette étude est la premieére a démontrer que
l'loprost favorise, tout au moins in vitro, la
réponse des lymphocytes Th17 et Th22 et
inhibe celle des Th1 humains. D’autre part, nos
travaux précédents, en élargissant les données
présentes en littérature, indiquent que les Th17
et les Th22 sont augmentés dans la ScS. La
contribution des lymphocytes Th17 et Th22 au
développement de la sclérodermie reste un sujet
de débat. Des études chez 'lhomme et la souris
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suggeérent que l'iloprost peut améliorer I'épaisseur
de la peau et aurait des effets bénéfiques sur le
cours de la sclérodermie, en plus de son activité
vasodilatatrice. Si l'iloprost exerce un effet
bénéfique sur la sclérodermie, indépendamment
de ses propriétés vasodilatatrices, il est donc
|égitime d’émettre I'hypothése queles Th17 et Th22
pourraient contrebalancer plutot favorablement la
progression de la maladie, puisque leur nombre
est augmenté par l'iloprost.

AT Figure 1. L'iloprost favo-
- rise le développement

des cellules Th17 et
Th22 tout en inhibant
o les cellules Th1 chez les

donneurs sains (HD) et
les individus ScS. Les

cellules mononuclées du
| sang ont été cultivées
g en présence ou pas de

10 ng / ml de l'iloprost.
Au jour 7 de culture, la
capacité des Ilympho-

LATA LI Fh R AT L-Z N AT AL Fhy Rl R T TP cytes Th a été évaluée

Tt Hﬂ; RO R R
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par cytométrie de flux.
A. Cytokines intracellu-
laires des CD4+ d'un in-
dividu ScS représentatif.
Chaque quadrant identi-

Conclusion et perspectives

En conclusion, l'iloprost augmente les lymphocytes Th17 et Th22
tout en inhibant les cellules Th1 aux doses utilisées pour traiter les

fié par un chiffre romain
est ensuite analysé pour
I’'expression d’IFN-y vs
IL-4. Les cellules CD4 +
exprimant I'lL-17A seule
(IL-17A + IL-22-IFN-y-
IL-4), I'L-17A et I'IL-22
(IL-17A + IL-22 + IFN-y-
IL-4 -), I'L-22 seule (IL-
17A-IL-22 + IFN-y-IL-4)

manifestations vasculaires chez les patients sclérodermiques, ce [V /R T/
qui souligne les propriétés immuno-modulatrices intéressantes [IRZEIZ RN BT/
de ce medicament. L'ensemble de nos résultats apporte |a preuve JeASESN =Rl g

d’'un nouveau réle immunologique de liloprost distinct de son
action directe sur les cellules endothéliales et les fibroblastes. La

des cellules CD4 + ex-
primant I'IL-17A seule,
I'IL-17A et l'IL-22, I'lL-22

capacité de l'loprost a moduler la production de cytokines par les [RYSISESPETZVEVFERS
lymphocytes T devrait étre prise en compte pour mieux adapter les RIS EER N ERE N
traitements actuels et pourraient étre exploitée pour développer YRSl e
de nouvelles approches thérapeutiques. Dans cette perspective, [REkRERIEICNIE

il sera important d’éclaircir le réle propre des lymphocytes Th17

et Th22 dans la ScS en particulier leur participation inductrice ou

protectrice a la fibrose.

Références et publications : pages 88
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L’'iontophorése thérapeutique :
perspectives dans la prise en
charge des ulcérations digitales

Jean-Luc Cracowski, Sophie Blaise, Dr Matthieu Roustit. Centre

Introduction

L'iontophorése est une technique permettant de
faire passer une molécule au travers de la peau
par l'effet d’'un courant électrique. Ainsi, une
molécule chargée négativement pourra migrer si
I'on applique un courant avec I'électrode négative
placée au-dessus. Cette technique de diffusion
d’'un médicament dans la peau est déja utilisée
pour quelques applications comme I'anesthésie
locale. La prise en charge des ulcérations digitales
de la sclérodermie fait appel a des médicaments
mal tolérés (iloprost ou llomédine®) lorsqu’ils
sont administrés par voie injectable. Par ailleurs,
la diminution du nombre de capillaires dans les
doigts présentant des ulcérations rend la diffusion
du médicament dans la cible médiocre. Par
conséquent, nous avons testé si les médicaments
analogues de la prostacycline (famille a laquelle
appartient liloprost) pouvaient diffuser dans la
peau sous l'influence d’'un champ électrique. Pour
des raisons de sécurité, les études ont d’abord été
réalisées chez le rat puis chez le volontaire sain.

=
Figure 1. A gauche, Sophie Blaise place des électrodes. A droite, détail de I'expérience ou les électrodes
remplies de médicament connectées a la cathode (A) sont reliées a un générateur de courant (B). Le
flux sanguin cutané est enregistré en continu a l'aide d’un laser Doppler Imageur (E) tandis que les résis-
tances électriques cutanées sont calculées (F).

d’Investigation Clinique et Service de médecine vasculaire,

CHU de Grenoble

Nous avons testé le tréprostinil, [liloprost
et I'époprosténol sur le train arriecre de rat
dépilé. Nous avons observé une augmentation
importante du flux sanguin de la peau des rats
traités par ces médicaments lorsque le courant
appliqué était de polarité négative, sans observer
d’effet pour la polarité positive, ou en I'absence
de courant. Quand I'époprosténol était utilisé en
solution de pH neutre, aucun effet n’était observé.
Cette augmentation était soutenue dans le temps
(effet persistant au-dela de 80 minutes) pour le
tréprostinil et I'iloprost. Nous avons donc montré
qu’il était possible de faire migrer par un courant
électrique cathodal (négatif) dans la peau du rat
deux médicaments potentiellement utiles dans
la sclérodermie : le tréprostinil et l'iloprost, sans
effets indésirables locaux ou généraux.

A l'aide de ces données, nous avons eu
l'autorisation de tester l'effet sur 24 heures
de liontophorése cathodale du tréprostinil et
de Tliloprost sur l'avant-bras de 20 volontaires
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sains. Nous avons interrompu [I'application Nous avons donc observé chez des volontaires
d’iloprost du fait de la survenue d’une irritation sains une augmentation de flux sanguin cutané
cutanée persistante chez la premiére volontaire ample et prolongée dans le temps aprés
exposée. Par contre, I'application de tréprostinil iontophorese cathodale (négative) de tréprostinil,
a été trés bien tolérée. Nous avons observé une sans effets indésirables locaux ou généraux. Par
augmentation du flux sanguin cutané avec un contre, l'iloprost n'est pas utilisable.

pic a une heure, mais un effet persistant jusqu’a
8 heures aprés l'application. Lapplication de
tréprostinil sans courant n’entrainait pas d’effet.

_—————

—'_

Figure 2. Expérience chez un volon-
taire sain. 4 chambres d’iontopho-
rése (A) connectées a un générateur
de courant (B) étaient placées sur
l'avant-bras. Le flux sanguin cutané
était enregistré a l'aide d’un laser
Doppler Imageur (C), tandis que la
pression artérielle était enregistrée
en continu par un photoplétysmo-
graphe (D). En haut a droite, détail,
avec cathode active (A) et anode
passive (E), on distingue également
en rouge le faisceau Laser permet-
tant de calculer le flux.

Conclusion et perspectives

En décembre 2011, I'étude TIPPS a débuté. Cette étude a pour objectif de tester si
l'iontophorése cathodale de tréprostinil entraine une augmentation de flux sanguin
cutané sur la face pulpaire et dorsale des doigts de volontaires sains. Elle vise aussi a

doser le tréprostinil dans la peau en utilisant des microcathéters de microdialyse.

Si cette phase est concluante et ne révéle pas de toxicité locale, le premier essai
d’administration de tréprostinil en iontophorése cathodale chez des volontaires
sclérodermiques sera réalisé mi 2012.

Les publications scientifiques issues de ce travail :

- Etude sur le rat : Cathodal iontophoresis of treprostinil and iloprost induces a sustained increase in cutaneous flux in rats. Blaise S, Roustit M, Millet C,
Ribuot C, Boutonnat J, Cracowski JL. British Journal of Pharmacology. 2011;162:557-65.

- Premiéres études chez des volontaires sains : Cathodal iontophoresis of treprostinil induces a sustained increase in cutaneous blood flux in healthy
volunteers. Blaise S, Roustit M, Hellmann M, Millet M, Cracowski JL. Journal of Clinical Pharmacology 2011, sous presse.
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Etude randomisée multicentrique
SCLEROGLIVEC de I'imatinib mésylate
STI571 (glivec®) dans I'atteinte cutanée
de la sclérodermie

Sorilla Prey et A.Taieb, Service de Dermatologie et Dermatologie Pédia-
trique, Centre de Référence pour les maladies rares de la peau (CRMRP),

CHU de Bordeaux, et Inserm U1035, Université Bordeaux Segalen

Introduction

Le traitement de [Iatteinte cutanée des
sclérodermies cutanées et/ou systémiques offre
des possibilités trés limitées. Les modifications
de la texture cutanée ont également un
retentissement sur le fonctionnement articulaire.
Ces atteintes cutanées invalidantes s’observent
au cours de sclérodermies purement cutanées
(morphées, sclérodermies monoméliques) et
des sclérodermies systémiques. Limatinib
(glivec®) était déja utilisé pour des cancers
(leucémie myéloide chronique, tumeurs stromales
gastro-intestinales). L'idée de [l'utiliser dans la
sclérodermie est venue aprés avoir constaté
dans notre laboratoire, son effet d’inhibiteur sur
les fibroblastes normaux et sclérodermiques, fait
confirmé dans d’autres laboratoires en particulier
pour la diminution de synthése de collagéne.
Il'y a des cibles moléculaires du Glivec sur les
fibroblastes qui peuvent expliquer cet effet,
en particulier le récepteur au platelet-derived
growth factor (PDGF), facteur de croissance
puissant pour les cellules mésenchymateuses,
qui favorise la prolifération des fibroblastes, et
stimule la synthése de la matrice extracellulaire.
En effet, au cours de la sclérodermie systémique,
le récepteur beta au PDGF est surexprimé dans
la peau atteinte. D’autres études ont montré une
action de I'imatinib sur les modéles expérimentaux
de fibrose et un impact associé sur la voie du
transforming growth factor (TGF)B qui peut étre
inhibée également par I'imatinib.

L'objectif de I'essai clinique était de comparer
I'effet de I'imatimib a un placebo sur le pourcen-
tage de variation du score d’induration cutanée
(score modifié de Rodnan mRSC) entre linclu-
sion et six mois, ainsi que la diminution de I'épais-
seur du derme, la qualité de vie des patients et
la tolérance du traitement. Cet essai clinique de
phase Il, comparatif, randomisé, en double insu,

contre placebo, multicentrique, a comparé a son
placebo l'imatimib administré per os a 400 mg
par jour pendant 6 mois a des patients atteints de
sclérodermie systémique avec induration cutanée
sévére ou de sclérodermie cutanée grave, avec
un suivi ultérieur de 6 mois.

Au départ, cette étude a obtenu un financement
public (PHRC 2006) interrégional Grand Sud
Ouest, mais trés vite, l'intérét manifesté par de
nombreux cliniciens, a fait que cet essai est deve-
nu national. LASF a donné 6000 euros pour per-
mettre cet élargissement, et le laboratoire Novar-
tis a fourni le médicament et le placebo, et une
aide pour un attaché de recherche clinique.

28 patients ont été inclus dans I'étude, 11 hommes
et 17 femmes, de 48,9 ans d’age moyen (extrémes
30-71). 25 avaient une sclérodermie systémique
et 3 une sclérodermie cutanée diffuse. Les deux
groupes étaient statistiquement comparables.
A 6 mois, la variation du mRSS n’était pas
significativement différente entre les 2 groupes
(variation médiane imatinib: +0.10 ; placebo:-0.16, p
=0.098). De méme, les différences pour I'épaisseur
cutanée, la qualité de vie, et la capacité de
diffusion pour le monoxyde de carbone n’étaient
pas significativement différentes entre les 2
groupes. Les effets secondaires ont obligé plus
de patients a l'arrét du traitement a I'étude dans
le bras imatinib. Au total, cette étude n’'a pas pu
montrer l'intérét de I'imatinib dans ce schéma de
prescription sur I'atteinte cutanée. Les résultats
sur la variable pulmonaire sont a considérer
comme préliminaires, ces données étant un
objectif secondaire et surajouté de I'étude avant
levée d’insu.
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Figures : Evolution du score mRSS aux différentes visites de suivi
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Ce travail est malheureusement globalement décevant dans ces résultats pour

nos patients, mais il était important de réaliser une étude de ce type, les études
dites « ouvertes » sans comparateurs comportant de nombreux biais. De nouvelles
thérapeutiques ciblées actives sur la fibrose avec moins d’effets indésirables sont
attendues avec impatience.
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B: patients traités par placebo

Conclusion et perspectives

Travail soumis a publication
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Reconstitution immunitaire et re-programmation
de la tolérance aprés traitement par autogreffe
de cellules souches hématopoiétiques
périphériques chez les patients atteints de
sclérodermie systémique sévere

Introduction

L'utilisation d’un traitement par intensification thé-
rapeutique et autogreffe de cellules souches hé-
matopoiétiques périphériques (CSHP) constitue
une approche thérapeutique prometteuse dans
les formes sévéres de Sclérodermie Systémique
(ScS). Une premiére analyse de la reconstitution
immunologique et hématopoiétique apres greffe
de CSHP a montré que les pourcentages des lym-
phocytes B et T restent perturbés un an aprés la
greffe, indiquant une persistance de mécanismes
pathologiques dans le systéme immunitaire [Farge
et al., Br J Hematol 2002; Arthritis Rheum 2005].
Un travail récent montre que la fréquence des cel-
lules CD4*CD25* et Treg CD25"*FoxP3*CD127
est augmentée chez les patients comparés aux
sujets sains, mais les cellules Treg sont défec-
tueuses dans leur capacité a réprimer la prolifé-
ration des cellules T CD4" effectrices [Radstake et
al, PlosOne, 2009]. L'objectif de notre projet était
de déterminer quel est le statut de la reconstitu-
tion immunologique, tout particulierement la re-
programmation de la tolérance, aprés autogreffe
de CSHP chez les patients sclérodermiques.

Pour ce faire, nous avons utilisé des prélévements
de sangsuranti-coagulantetdesbiopsies cutanées
obtenus chez des patients atteints de forme grave
de ScS (ScS sévere diffuse définie par une durée
de la maladie <4 ans depuis le développement
des premiers signes d'épaississement de la
peau et un Score de Rodnan modifié >15, ou par
une durée de la maladie <2 ans mais un score
de Rodnan modifié >20 plus une VS >25 mm ou
un taux d’hémoglobine <11 g / dl. Un immuno-
marquage des lymphocytes T, notamment naifs
CD4*CD45RA* et mémoires CD4*CD45R0O", et
des populations de lymphocytes régulateurs,

Laurence Michel, IvanMada Elena
Hopital Saint-Louis

dont CD4*CD25*'Foxp3*, est pratiqué sur les
prélévements correspondant a MO, puis tous les 6
mois jusqu’a M24 apres autogreffe de CSHP (n=8).
Des biopsies cutanées ont été pratiquées pour une
analyse transcriptomique des sous-populations
lymphocytaires (n=3). Le sang de donneurs sains
(EFS, n=8) et des biopsies de plasties mammaires
provenant de chirurgie reconstructive (n=7) ont été
utilisés comme contréles.

Nos résultats montrent une diminution signifi-
cative des taux de cellules T CD4* (p<0.039)
et de lymphocytes T mémoires CD4*CD45R0O
(p<0.042) 6 mois aprés la greffe. Cette diminu-
tion est suivie par une augmentation progres-
sive significative jusqu’a 24 mois (augmentation
moyenne de +0.2% / mois (p<0.001) pour les cel-
lules CD4*CD45R0O" et de +0,09% / mois pour les
cellules CD4*CD45RA* (p<0.09) par rapport aux
valeurs absolues détectées a M6).
Letauxdecellules TrégulatricesCD4*CD25*Foxp3*
dans le sang des patients atteints de ScS, avant
tout traitement, est significativement inférieur (30
a 60 %) a celui observé chez les sujets sains
(p<0.05). Ce pourcentage augmente de 2,5 fois
dans les mois qui suivent la greffe pour atteindre
un taux moyen similaire a celui des sujets nor-
maux a M24. (Figure 1)

Dans la peau, si les taux des transcrits lympho-
cytaires CD4 et FoxP3 détectés par QPCR sont
équivalents a ceux détectés dans la peau nor-
male, le taux du transcrit CD25 est supérieur
dans la peau ScS comparée a la peau normale
(p<0.05). Apres greffe, une diminution significa-
tive des transcrits CD4 et CD25 par rapport a MO
est observée a M12 (p<0.05), diminution suivie
d’'un retour aux taux de la peau normale a M24.
Le taux de FoxP3 varie peu. Les capacités fonc-
tionnelles des cellules T régulatrices sanguines
sont altérées chez les patients ScS avant tout
traitement (Figure 2) (soumis a publication). Les
capacités fonctionnelles des cellules T régula-
trices cutanées restent toutefois a déterminer.
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Conclusion et perspectives

Pour conclure, nos données montrent une reconstitution immunologique apres traite-
ment par autogreffe de CSHP avec une augmentation des populations T régulatrices
dans le sang.
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Physiopathologie

Anticorps anti-endothélium, complément
et collectines dans la sclérodermie systeé-
mique : résultats de la biothéque de I’ASF

Martial Koenig, Christian Drouet, Denise Ponard, Frangoise Sarrot-Reynaud,
Christian Massot, Patrick Carpentier, Pdle Pluridisciplinaire de Médecine (Cli-
niques Universitaires de Médecine Vasculaire et de Médecine Interne), CHU de Grenoble

Introduction

L'atteinte vasculaire et la fibrose sont les deux
principales caractéristiques des Iésions tissulaires
dans la sclérodermie systémique ; leur origine et
leur lien pathogénique éventuel sont discutés.
L'atteinte endothéliale est constante et précoce,
caractérisée par des altérations morphologiques
et fonctionnelles précédant et participant a I'appa-
rition des Iésions de fibrose. Le fonctionnement et
lintégrité de I'endothélium peuvent étre modulés
in vivo par de nombreux facteurs humoraux circu-
lants ou présents au niveau de la matrice extracel-
lulaire, dont fait partie le systtme du complément.
La mise en jeu de fagon anormale du systéme du
complément au cours de la sclérodermie systé-
mique pourrait favoriser I'apparition des Iésions
vasculaires et de fibrose.

L'étude a été réalisée grace a la biotheque de I'As-
sociation des Sclérodermiques de France, a partir
d’un échantillon de 67 prélevements pour lesquels
étaient déja disponibles des données concernant
les marqueurs d’activation endothéliale. Elle avait
pour objets :

1. I'évaluation de la prévalence des anticorps anti-
endothélium et des anomalies pondérales et fonc-
tionnelles du complément et de la Mannose Binding
Lectin (MBL) chez des patients sclérodermiques,
en fonction de la forme clinique, de I'étendue de la
fibrose cutanée ou d’anomalies sérologiques.

2. la recherche de liaison statistique entre ces ano-
malies et les marqueurs d’activation endothéliale.

=0
fr— —————

Les résultats ont mis en évidence :

* Une hypocomplémentémie chez 33,3 % des pa-
tients, plus importante en cas de fibrose étendue
au tronc et en présence d’'un anticorps anti-topoi-
somérase 1.

» Une corrélation entre les taux de C1q et de P-
Sélectine.

* La présence d’anticorps anti-C1q chez 12 % des
patients, associés a une élévation significative
des taux de facteur von Willebrand.

* La présence de valeurs élevées de C3 chez 52 %
des patients associées a la présence d’une fibrose
étendue au niveau du tronc et a une élévation si-
gnificative des taux de facteur von Willebrand et de
P-Sélectine.

» Une altération de la voie des lectines avec une
diminution de l'activité fonctionnelle de la MBL
chez 62,1 % des patients, une diminution de
I'activité spécifique de la MBL chez 81,8 % des
patients.

* Un lien statistique significatif entre I'existence
d’anticorps anti-endothélium et les taux de throm-
bomoduline et de facteur von Willebrand

Conclusion et
perspectives

Ces résultats sont
en faveur de méca-
nismes dysimmuns
faisant intervenir
des anticorps anti-
endothélium et du
complément dans
la survenue des |é-
sions vasculaires et
de fibrose au cours
de la sclérodermie
systémique.




Mécanismes moléculaires de la
fibrose dermique dans la
sclérodermie systémique :
Roéle du TGF-B
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Introduction

Lasclérodermie systémique (ScS) estune maladie
hétérogéne au cours de laquelle I'atteinte cutanée
prédomine et est en général bien corrélée aux
atteintes viscérales. Cette sclérose est mesurée
en pratique clinique par le score de Rodnan qui
permet d’évaluer la sévérité de 'atteinte cutanée
(Valentini et al., 2003, Ann Rheum Dis, 62 :904).
Sur le plan mécanistique, la fibrose tissulaire
observée chez les patients atteints de ScS
résulte d'un déséquilibre des phénomeénes
impliqués dans les processus de réparation
tissulaire. En particulier, on assiste a une
activation chronique des fibroblastes (cellules
principalement responsables de la synthése de
la matrice extracellulaire ou tissu conjonctif),
conduisant a une prolifération cellulaire
excessive et a une accumulation incontrolée
de matrice extracellulaire (Verrecchia et al.,
2006, Autoimmunity Rev, 5:563). Ces processus
sont associés a une production locale élevée
de facteurs de croissance comme le TGF-R
(figure 1), dont I'action continue sur les cellules
fibroblastiques est synonyme d’accumulation
progressive de matrice extracellulaire, qui conduit
au développement d’'une fibrose (Abraham and
Varga, 2005, Trends Immunol 26:587). En effet
le TGF- est capable a la fois d’augmenter la
production de MEC en stimulant, par exemple
la production de collagéne et aussi en diminuant
la dégradation de cette MEC en diminuant
par exemple la production d'une enzyme de
dégradation comme MMP-1.

L'objectif principal de ce travail a été d’analyser les
mécanismes précoces d’activation fibroblastique
mis en jeu au cours de la SSc conduisant au
développement de fibrose tissulaire avec une
attention particuliére sur le réle du TGF-R.

Figure 1: Voie de signalisation du TGF- par les
Smads
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1) Par analyse histologique (marquage au
Rouge Sirius ou Hématoxiline Safran Eosine),
nous avons évalué [I'étendue de [Iatteinte
cutanée en notant de 1 a 3 le degré de fibrose
dans chacune des couches du derme (derme
papillaire, derme réticulaire, et derme profond).
L’analyse en double-aveugle de 45 biopsies ScS
par microscopie optique a permis de classer les
biopsies en 3 catégories histologiques distinctes :
- grade 1 = fibrose faible ;

- grade 2 = fibrose modérée ;

- grade 3 = fibrose sévere (figure 2).

On a montré une corrélation directe entre
I'évaluation clinique par mesure du score de
Rodnan etle degré de fibrose histologique (analyse
statistique par régression linéaire (p<0,0001)). On
observe ainsi que l'organisation histologique des
composants de la matrice extracellulaire dans le
derme est directement corrélée a la sévérité de la
maladie évaluée par le score de Rodnan.

Figure 2: Coupe de peau issue d'un patient sclérodermique atteint de
fibrose sévere (grade 3) marquée au rouge sirius (en jaune orangé les

dépdts de collagenes fibrillaires)

63



2) Mécanismes précoces d’activation fibro-
blastique mis en jeu au cours de la ScS : Réle
clef du TGF-B.

Ce travail a été réalisé par immunohistochimie a
partir de 45 biopsies cutanées de patients atteints
de ScS comparées avec des biopsies de patients
sains, et sur des fibroblastes en culture obtenus
par explant a partir des biopsies.

Les travaux effectués ont permis démontrer que :

- Dans des fibroblastes ScS en culture primaire,
le niveau de phosphorylation de la protéine
Smad3 augmente en paralléle avec la sévérité
de la maladie évaluée par mesure du score de
Rodnan (Figure 3).

- Le niveau d’activation de la voie du TGF-B est
directement corrélé avec I'expression de genes
cibles de Smad3 en réponse au TGF-beta, les
génes COL1A2 et PAI-1.

Les auto-anticorps anti-cellules
endothéliales

Mathieu C. Tamby et Luc Mouthon, INSERM U1016, Institut Cochin, Paris,
2 CNRS UMR 8104, Paris ; Université Paris Descartes, Faculté de Méde-
cine, pble de Médecine Interne et centre de référence pour les vascularites
nécrosantes et la sclérodermie systémique, hopital Cochin, Paris

- L'expression de Smad3 et non celle de Smad4
ou de Smad7 est modifiée dans la peau de
patients ScS.
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Figure 3 : Augmentation de I'activation de la voie de signalisation du TGF-8 évaluée par mesure du
niveau de phosphorylation de Smad3 (acteur intracellulaire de la voie du TGF-B). Des fibroblastes
obtenus par explant a partir de biopsies cutanée de volontaires sains ou de patients ScS sont mis en
culture. La sévérité de I'atteinte cutanée est évaluée par mesure du score de Rodnan (mRSS) et par
histologie (histological grade). Le taux de phosphorylation de Smad3 est évalué a l'aide d'un anticorps
spécifique de la forme phosphorylée de Smad3 (1¢ ligne). L'évaluation de la quantité de Smad3 est
également évaluée a l'aide d'un anticorps spécifique de la forme non phosphorylée (2° ligne)

Conclusion et perspectives

Nous avons donc établi une nouvelle classification histologique permettant d’éva-
luer le degré de sévérité de la maladie par une analyse histologique simple a partir
d’'une biopsie cutanée. Afin de définir si cette méthode d’évaluation de la sévérité de

la maladie peut étre envisagée en routine par des services cliniques a des fins de
diagnostic et de suivi thérapeutique, notre étude doit étre aujourd’hui évaluée sur
un plus grand nombre de patients. Par ailleurs, cette étude constitue la premiére
démonstration de la corrélation entre la sévérité de la maladie, le niveau d’activation
de la voie de signalisation du TGF-3 et I'expression des genes de la MEC impliqués
dans le développement de la fibrose au cours de la ScS.

Publications effectuées sur le sujet avec l'aide de I'ASF :

- Verrecchia F and D Farge (2007). HSCT : A step foward in treatment of SSc. Blood 110:1088-9.

- Verrecchia F and A Mauviel (2007). TGF-B and fibrosis. World J Gastroenterol 12:3056-62.

- Verrecchia F, Laboureau J, Verola O, Roos N, Porcher R, Bruneval P, Ertault M, Kiev T, Michel L, Mauviel A and D Farge (2007). Skin involvement in
scleroderma : where histological ans clinical scores meet. Rheumatology 46:833-41.
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) est avant tout
une maladie vasculaire qui associe un phénoméne
de Raynaud, éventuellement des manifestations
viscérales vasculaires comme la crise rénale et
I'hypertension artérielle pulmonaire. Au cours de
la ScS, les cellules endothéliales sont activées,
expriment des quantités accrues de molécules
d’adhésion et produisent des molécules qui
perturbent le tonus vasculaire et meurent de fagon
trop précoce. La majorité des malades atteints de
ScS ont des anticorps anti-nucléaires qui aident
au diagnostic de ScS et peuvent étre associés
a certaines formes cliniques de la maladie : les
anticorps anti-topoisomérase |, présents dans
25 a 65% des formes diffuses, les anticorps
anti-centromére, présents dans 30 a 60% des
formes cutanées limitées et les anticorps anti-
ARN-polymérase Il identifiés chez 4 a 20% des
malades et associés aux formes cutanées diffuses
et a la survenue d’'une crise rénale. D’autres
auto-anticorps non spécifiques ont été identifiés
comme les anticorps anti-cellules endothéliales,
retrouvés dans environ 50% des cas de ScS
et possiblement associés & la survenue de
complications vasculaires. Certains travaux ont
montré que ces anticorps pourraient étre une des
causes de la maladie. Les cibles antigéniques de
ces auto-anticorps n’étaient pas identifiées.

Publications :

Dans le but d’identifier les cibles des anticorps
anti-cellules endothéliales au cours de la ScS,
nous avons tout d’abord utilisé une technique
d'immunoblot  quantitatif  utilisant comme
sources d’antigénes des extraits protéiques
réalisés a partir de cellules endothéliales
de veines ombilicales humaines normales
(HUVEC) (modele de cellules endothéliales de
macrocirculation (de gros vaisseaux), des cellules
endothéliales de microcirculation (de petits
vaisseaux) de peau (HMVEC-d) et de poumon
(HMVEC-I)). Nous avons pu mettre en évidence
qu'une bande de réactivitt¢ a 100 kDa était
exprimée par I'ensemble des patients ayant des
anticorps anti-topoisomerase 1, correspondant
a I'ADN topoisomérase | humaine présente
dans les extraits de cellules endothéliales
(Garcia de la Pena-Lefebvre P, 2004). Les IgG
des patients atteints de ScS cutanée limitée
avec anticorps anti-centromére reconnaissent
2 bandes protéiques de 75 et 85 kDa au sein
d’extraits de cellules endothéliales de macro et de
microcirculation correspondant a la protéine de
centromere CENP-B (Servettaz A, 2006). Ainsi,
nous avions montré que I'’ADN topoisomérase |
et CENP-B étaient des cibles des anticorps anti-
cellules endothéliales au cours de la ScS.

- Garcia de la Pena-Lefebvre P, Chanseaud Y, Tamby MC, et al. IgG reactivity with a 100-kDa tissue and endothelial cell antigen identified as topoisomerase
1 distinguishes between limited and diffuse systemic sclerosis patients. Clin Immunol. 2004;111:241-251.

- Servettaz, A., Tamby, M. C., Guilpain, P., Reinbolt, J., Garcia de la Pena-Lefebvre, P., Allanore, Y., Kahan, A., Meyer, O., Guillevin, L. and Mouthon, L., Anti-
endothelial cell antibodies from patients with limited cutaneous systemic sclerosis bind to centromeric protein B (CENP-B), Clin Immunol, 2006,120, 212-9.
- Dib H, Tamby MC, Bussone G, Regent A, Berezné A, Lafine C, Broussard C, Simonneau G, Guillevin L, Witko-Sarsat V, Humbert M, Mouthon L. Targets of
anti-endothelial cell antibodies in pulmonary hypertension and scleroderma. Eur Respir J. 2011 Oct 20
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Afin d’identifier les autres cibles des anticorps taches protéiques ont été reconnues par les IgG de
anti-cellules endothéliales, nous avons utilisé plus de 75% des patients sclérodermiques et non
une technique d'immunoblot en 2 dimensions par celles des sujets sains, parmi lesquelles la pe-
sur des extraits dHUVEC et identifié les cibles roxiredoxine 1 et 2, la phosphoglycérate mutase 1 et
antigéniques par spectrométrie de masse. Six la heat shock cognate 71 kDa protein (Dib H, 2011).

Immunofiuorescence indirecte sur cellules endothéliales de veine ombilicale humaine
(HUVEC) des IgG sériques (fluorescence verte) d’'un patient sclérodermique représentatif.
Le serum a été testé a une dilution de 1:200 dilution. Le colorant bleu marque les noyaux
cellulaires. Grossissement x 63.
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Les anticorps anti-fibroblastes
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La sclérodermie systémique (ScS) est une mala-
die au cours de laquelle surviennent des mani-
festations vasculaires et des phénoménes de
fibrose. Les fibroblastes jouent un réle impor-
tant dans cette maladie. Ainsi, ils produisent des
composants de la matrice extra-cellulaire (colla-
géne, protéoglycanes, fibronectine, laminine et
fibrilline) en excés. Les fibroblastes produisent
des médiateurs solubles appelés chemokines, et
contribuent aux phénomeénes inflammatoires qui
précédent ou accompagnent la fibrose ainsi qu'a
la migration des cellules mononuclées a travers
I'endothélium.

Depuis 1982, plusieurs auteurs ont identifié des
anticorps dirigés contre les fibroblastes chez
les malades atteints de ScS et mis en évidence
la capacité de ces anticorps d’activer ces
fibroblastes. Toutefois, les cibles de ces auto-
anticorps n’étaient pas identifiées.

Afin d’étudier la présence des anticorps anti-
fibroblastes chez les malades sclérodermiques
et d’identifier leurs cibles, nous avons analyse,
en immunoblot, les réactivités des anticorps
de patients sclérodermiques et de sujets sains
dirigés contre des fibroblastes de peau humaine
normale. Nous avons trouvé que les réactivités
IgG anti-fibroblastes des patients sclérodermiques
étaient différentes de celles des sujets sains. Les
IgG de I'ensemble des patients sclérodermiques

rodermie systémique, hépital Cochin, Paris

reconnaissaient des bandes de 60 et 40 kDa au
sein de I'extrait protéique de fibroblastes (Tamby
MC 2006). Un antigéne de 90 kDa était reconnu
spécifiquement par les IgG des patients ayant une
forme diffuse. Il s’agissait de la topoisomerase 1
(Tamby M C 2008).

Afin d’identifier d’autres cibles des anticorps anti-
fibroblastes, nous avons utilisé une technique
d'immunoblot en 2 dimensions sur des extraits
de fibroblastes dermiques humains normaux et
identifié les cibles antigéniques par spectrométrie
de masse.

Les IgG sériques des patients sclérodermiques
reconnaissaient spécifiquement 67 taches pro-
téiques parmi lesquelles la glucose-6-phosphate
déhydrogenase, 'HSP27, I'a-enolase et la tropo-
myosine 2 (Terrier B 2008).

Ensuite, a l'aide d’'une technique ELISA, nous
avons pu montrer que des anticorps anti-a-
enolase étaient retrouvés chez 34 % des ma-
lades sclérodermiques et que la présence de ces
anticorps était fortement corrélée a la survenue
d’une fibrose pulmonaire et a une diminution de
la survie (Terrier B 2010).
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Légende: Extrait protéique de fibroblastes dermiques humains normaux séparé sur gel d’électrophorése
bi-dimensionnelle et coloré au nitrate d’argent. Les taches protéiques reconnues spécifiquement par
les patients atteints de sclérodermie systémique sont indiquées par des fleches: GCP, glutamate car-
boxy-peptidase; G6PD, glucose-6-phosphate-deshydrogenase; HSP27, heatshock protein 27; Kelch-
like ECH, Kelchlike ECH-associated protein 1; PHF15, protein Jade-2; PI3 kinase, phosphatidylinositol
3 kinase; UGT1A, UDPglucuronosyltransferase 1-2; ZFP51, zinc finger protein 51.

Publications :

- Tamby MC, Humbert M, Guilpain P, Servettaz A, Dupin N, Christner JJ, Simonneau G, Fermanian J, Weill B, Guillevin L, Mouthon L. Antibodies to fibroblasts
in idiopathic and scleroderma-associated pulmonary hypertension. Eur Respir J. 2006;28:799-807.

- Terrier B, Tamby MC, Camoin L, Guilpain P, Broussard C, Bussone G, Yaici A, Hotellier F, Simonneau G, Guillevin L, Humbert M, Mouthon L. Identification
of target antigens of antifibroblast antibodies in pulmonary arterial hypertension. Am J Respir Crit Care Med. 2008 ;177:1128-34.

- Tamby MC, Servettaz A, Tamas N, Reinbolt J, Caux F, Meyer O, Allanore Y, Kahan A, Guillevin L, Mouthon L. IgG from patients with systemic sclerosis bind
to DNA antitopoisomerase 1 in normal human fibroblasts extracts. Biologics. 2008;2:583-91.

- Terrier B, Tamby MC, Camoin L, Guilpain P, Bérezné A, Tamas N, Broussard C, Hotellier F, Humbert M, Simonneau G, Guillevin L, Mouthon L. Antifibroblast
antibodies from systemic sclerosis patients bind to {alpha}-enolase and are associated with interstitial lung disease. Ann Rheum Dis. 2010;69:428-33.

68

Bases génétiques de I’hypertension
artérielle pulmonaire associée
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La sclérodermie systémique est une maladie a
haut-tropisme vasculaire dont une des principales
complications est I'hypertension artérielle pulmo-
naire (HTAP). Malgré I'apport de nouveaux ftrai-
tements, cette complication reste trés séveére et
met en jeu le pronostic vital. A cété de 'HTAP de
la sclérodermie, il existe des formes d’HTAP idio-
pathiques (pas de maladie associée a la maladie
pulmonaire) dont certaines formes sont familiales.
La compréhension des bases génétiques des
formes idiopathiques d’HTAP a beaucoup pro-
gressé ces dernieres années : le role crucial de
mutations de genes codant pour des récepteurs
au TGF-beta, dont BMPR2 au premier plan, a bien
été montré. Les récepteurs au TGF beta ont fait
I'objet d’études trés préliminaires dans la ScS en
générale et en particulier dans la ScS associée a
une HTAP. Dans un premier travail, nous avions
identifié¢ un polymorphisme d’insertion du géne de
'endogline (récepteur accessoire au TGF-béta)
comme associé au risque d’HTAP de la scléroder-
mie (figure 1). Notre objectif était de continuer a
étudier les séquences d’ADN des récepteurs au
TGF-béta afin de chercher si des mutations ou
des polymorphismes pouvaient étre associés a
'HTAP de la sclérodermie systémique. Ceci aurait
un grand intérét, car cela pourrait aider a la com-
préhension mais surtout aider a mieux identifier
au sein des malades avec sclérodermie, lesquels
sont a haut-risque d’'HTAP.

Publications :

Nous avons réalisé un séquengage direct (ana-
lyse détaillée de la séquence nucléotidique, c’est-
a-dire base par base, de la structure de I'ADN)
pour les génes BMPR2, ALK1, TGFR2 et ENG
(endogline) qui sont tous des récepteurs au TGF-
beta. Ceci a été effectué chez 10 malades avec
ScS et HTAP, 9 malades avec ScS sans HTAP et
7 témoins sains.

En plus de ce séquengage, 22 marqueurs poly-
morphiques (c’est-a-dire des marqueurs de varia-
tions de I’ADN localisés dans la région du géne et
pouvant étre des indicateurs de changement de
structure) répartis sur ces genes ont été analysés
a partir de 824 malades frangais (dont 54 avec
HTAP) et 939 témoins sains. Les résultats obte-
nus apres cette premiére étape, ont ensuite été
étudiés dans une autre cohorte de malades issue
de la collaboration du groupe Eustar et compor-
tant 1516 malades (dont 219 avec HTAP) et 3129
témoins.

Aprés séquengage direct, aucune mutation
n‘a été identifiée dans les 4 génes étudiés.
Cependant, 2 polymorphismes répertoriés ont
été observés seulement chez des malades ayant
non seulement une sclérodermie mais aussi
une HTAP associée : ENG rs35400405 (codon
14 exon 1) and ALK1 rs2277382 (promoteur
du géne). Ensuite le génotypage des 22 poly-
morphismes incluant les 2 précités n'a pas
révélé d'association avec la maladie mais un

- Wipff J, Kahan A, Hachulla E, Sibilia J, Cabane J, Meyer O, Mouthon L, Guillevin L, Junien C, Boileau C, Allanore Y. Association between an endoglin gene
polymorphism and systemic sclerosis related pulmonary arterial hypertension. Rheumatology.2007;46:622-5

- Wipff J, Dieudé P, Guedj M, Ruiz B, Riemekasten G, Cracowski J, Matucci-Cerinic M, Melchers |, Humbert M, Hachulla E, Airo P, Diot E, Hunzelmann N,
Caramaschi P, Sibilia J, Valentini G, Tiev K, Girerd B, Mouthon L, Riccieri V, Carpentier P, Distler J, Amoura Z, Tarner |, Degano B, Avouac J, Meyer O, Kahan
A, Boileau C, Allanore Y. Association of KCNAS5 gene polymorphism with systemic sclerosis-associated pulmonary arterial hypertension in the European
Caucasian population. Arthritis Rheum. 2010;62:3093-100.

- E. Koumakis, J. Wipff, M. Matucci-Cerini, G. Riemekasten, P. Airo, D. Cusi, H.E. Wichmann, U. Miller- Ladner, P. Vlachoyiannopoulos, G. Chiocchia, Y.
Allanore and EUSTAR network and GENESYS consortium. TGFB receptor polymorphisms in systemic sclerosis related pulmonary arterial hypertension:
results from a multicenter eustar study of european caucasian patients. Soumis a publication.
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polymorphisme, ALK1 rs2277382, a été trouvé ne soit confirmée (ni avec 'HTAP de la ScS, ni
associé a I'HTAP associée a la sclérodermie avec la maladie par elle-méme). L'analyse ensuite
(Padj=0.0066; OR=2.13, 95%CI [1.24-3.65]). des cohortes combinées (plus de 2000 malades
Ce dernier polymorphisme a donc été étudié dont presque 300 HTAP et de 4000 témoins) n'a
dans la cohorte EUSTAR pour chercher une pas montré d’association.

confirmation, mais sans qu’aucune association

CCCTACCEC TEE T TCCCT TCCCCTCCET T QO AT CAQT GAC CACA

Figure 1 : séquencage du géene de I'endogline mettant en évidence dans l'intron 7 du géne une insertion
de 6 bases nucléotidiques. L'insertion est absente dans le profil A, présente a I'état hétérozygote (1 seul
brin d’ADN) dans le profil B et a I'état homozygote dans le profil C (2 brins d’ADN).
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Les fibrocytes (figure 1) sont des précurseurs
circulants des fibroblastes. Le role des fibrocytes
dans la physiopathologie des maladies pulmonaires
fibrosantes est débattu. Le nombre des fibrocytes
sanguins est augmenté chez les patients atteints
de Fibrose Pulmonaire idioapthique (FPI), et ces
fibrocytes peuvent étre détectés dans le tissu
pulmonaire fibreux, mais on ne dispose d’aucune
donnée concernant la détection des fibrocytes
dans le lavage alvéolaire (LBA). L'objectif de ce
travail était de déterminer si les fibrocytes sont
présents dans I'espace alvéolaire au cours des
fibroses pulmonaires, idioapthiques ou associées
a la sclérodermie, si les fibrocytes possédent
une valeur pronostique dans ce contexte, et si
la détection des fibrocytes est associée avec la
capacité de cultiver des fibroblastes & partir du
LBA.

CD34
Collagéne 1

Fibrocytes alvéolaires dans la fibrose
pulmonaire idiopathique et atteinte
interstitielle pulmonaire

de la sclérodermie systémique

R Borie, C Quesnel, S Phin, MP Debray, J Marchal-Somme, K Tiev, M
J’-— Bonay, P Soler, M Dehoux, B Crestani, travaux conduits dans l'unité

Inserm 700, Faculté Bichat, Paris.

Nous avons détecté et quantifié les fibrocytes dans
le LBA par FACS (cellules CD45+, Collagéne1+)
chez 26 patients atteints de FPI (3 exacerbations),
9 patients atteints de sclérodermie avec atteinte
pulmonaire interstitielle (ScS), et 11 témoins. Les
cellules du LBA étaient cultivées afin d’isoler des
fibroblastes.

Nous avons détecté des fibrocytes chez 14/26
FPI (54%), 5/9 patients ScS, et jamais chez les
témoins. Le compte de fibrocytes (médiane, écart)
était de 2,5% [0,4-19,7] et 3,0% [2,7-3,7] des
cellules du LBA, correspondant a 5240 fibrocytes/
ml [370-29500] dans les FPI et 9700 fibrocytes/
ml [4815-13650] dans la sclérodermie. Dans le
groupe FPI, le nombre de fibrocytes était corrélé
au nombre de cellules monucléées dans le LBA et
inversement corrélé avec la sévérité de la fibrose
appréciée par la PaO2, la DLCO, et le score de

Figure 1

Un fibrocyte obtenu a partir de la culture
d’un liquide de lavage alvéolaire. Cette
cellule allongée, en forme de navette,
est marquée en rouge par un anticorps
anti-collagene 1 et en vert par un anti-
corps anti-CD45. Le CD45 est un des
marqueurs qui permettent d’identifier les
cellules hématopoiétiques.

(Figure modifiée a partir de Quesnel C.
et collaborateurs, Eur Respir J 2010;
35:1312-21)
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fibrose sur le scanner thoracique, mais pas avec la survie. Les fibroblastes étaient cultivés a partir du
LBA chez 12/26 patients FPI (46%), 5/9 patients atteints de sclérodermie (65%) jamais chez les témoins.
Une culture positive de fibroblastes n’était pas associée avec la détection de fibrocytes dans le LBA , ni
avec la sévérité de la fibrose.

Fibrocytes/ml

Conmtrols

Figure 2

Nombre de Fibrocytes /ml de LBA chez les patients atteints de Fibrose pulmonaire idioap-
thique (IPF), de sclérodermie systémique avec atteinte pulmonaire (SSc) et chez des témoins
(controls).

Conclusion et perspectives

Les fibrocytes peuvent étre détectés dans le LBA chez 50% environ des patients

présentant une fibrose pulmonaire idiopathique ou associée a la sclérodermie. Le
nombre de fibrocytes est associé avec une fibrose moins sévére mais leur valeur
pronostique est incertaine. La détection des fibrocytes n’est pas associée avec la
capacité a cultiver des fibroblastes a partir du LBA.
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Implication du géne STAT4 dans la
physiopathologie de la sclérodermie
systémique : apport
des modéles animaux
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie
orpheline du groupe des connectivites touchant le
réseau microvasculaire, le systéme immunitaire et
le tissu conjonctif. Cette maladie est caractérisée
par une morbi-mortalité élevée et peut conduire
a un handicap majeur de par ses atteintes mul-
tiples. Jusqu'a présent, aucun médicament n’a
prouvé son efficacité pour lutter contre le proces-
sus fibrotique systémique de cette maladie. La
ScS n'est pas de transmission mendélienne, mais
il est admis que des facteurs génétiques et envi-
ronnementaux contribuent a son développement
et a son expression clinique. Les approches géné-
tiques par stratégies géne candidat mais aussi par
approche pan génomique, ont notamment révélé
le r6le potentiel de la voie de l'interféron de type 1
et mis en avant le facteur de transcription STAT4.
L'objectif de ce travail était de démontrer le réle
clé de STAT4 a partir de modéles animaux de ScS
et d’étudier la possibilité de contrecarrer ces pro-
cessus.

Le réle de STAT4 a tout d’abord été étudié dans
le modéle de souris exposé a la bléomycine qui
est un modele qui ressemble aux formes précoces
et inflammatoires de sclérodermie (injections
sous-cutanée répétées de cet agent). Des souris
invalidées pour le géne STAT4 (stat4”) ou leur
équivalent portant ce géne (dites souris sauvages,
ou « wildtype » stat4**) ont regu des injections
sous-cutanées de bléomycine ou de sérum salé
pendant 6 semaines. L'infiltrat inflammatoire leu-
cocytaire dans la peau des souris stat4” et stat4**
a été quantifié sur des coupes histologiques. Des
marquages des sous-populations de cellules

inflammatoires CD3, CD22 et CD68 ont été réa-
lisés. Les concentrations en cytokines dans le sé-
rum et dans des lysats de peau ont été mesurées.
Ensuite, les effets de l'invalidation de STAT4 ont
été étudiés dans un modele plus tardif de fibrose
dermique et moins inflammatoire qu’est la souris
tight-skin (tsk-1).

Les souris stat4’”- étaient protégées contre la
fibrose dermique induite par la blémycine avec
une réduction de I'épaississement du derme de
65+3% (figure 1), du contenu en hydroxyproline
qui refléte la teneur en collagéne de 68+5% et du
compte en myofibroblastes (cellules clés pour la
production de collagene) de 71+£6% (figure 2).

Bl Macl Ballf Bles

ATATA - Matl STATH - Blew

Figure 1 : Réduction de I'épaisseur dermique chez
les souris invalidées pour stat4 et qui regoivent des
injections de bléomycine (le NaCl produit contréle n’a
pas d’effet, la bléomycine chez des souris témoins
balb/c induit une nette augmentation de I'épaisseur
du derme et les souris stat4 - sont partiellement pro-
tégées
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L'infiltrat inflammatoire était aussi réduit, surtout
le nombre de lymphocytes T : baisse du nombre
de leucocytes de 62+4% et du nombre de lym-
phocytes T de 63+5% (a la fois CD4 et CD8).
Par contre, le nombre de monocytes était simi-
laire chez les souris stat4” et stat4**. Les sou-
ris stat4”- avaient une baisse dans le derme de la
concentrations en cytokines : interleukine 6 baisse

58+3% et interleukine 2 de 63+4%. Les variations
étaient similaires dans le sérum.

Par contre, linvalidation de STAT4 n'a pas modifié
I'expression de fibrose dermique qui caractérise les
souris tsk-1 mice. De méme, il n’existait pas de dif-
férence concernant I'épaisseur de 'hypoderme, ni le
contenu en hydroxyproline, ni la présence de myo-
fibroblastes entre les souris statd”/tsk-1 et stat4**/

de 50+4%, TNFa de 71+5%, interferon-gamma de tsk-1.

Figure 2 : Réduction du nombre
de myofibroblastes chez les
souris invalidées pour stat4 et
qui recoivent des injections de
bléomycine (le NaCl produit
contréle n’a pas d’effet sur le
nombre de cellules marquées
— aspect brun chamois de
cellules un peu allongées —,

Balb/c NaCl Balb/c Bleo la bléomycine chez des souris
témoins balb/c induit une nette
augmentation du nombre des
cellules marquées et les souris
stat4”  sont  partiellement
protégées

STATA - NaCl STATA -/~ Bleo

Conclusion et perspectives

Ce ftravail est le premier a conforter le réle d'un géne identifié lors des approches
génétiques. Des polymorphismes de STAT4 dont le réle sur le géne n’était pas trés
clair ont ainsi été identifiés par différentes équipes de fagon trés reproductibles. Ce
facteur transcriptionnel joue un réle dans I'activation lymphocytaire. Les travaux chez
ces souris démontrent qu’un blocage de cette voie limite fortement I'induction de fibrose
via l'inflammation induite par la bléomycine. Par contre, il n'influence pas un modéle
plus pur de fibrose (modéle tardif de la maladie). Ceci renforce le concept d’un lien entre
inflammation et fibrose dans la sclérodermie systémique et les possibilités de limiter ce
processus en cas d’intervention thérapeutique précoce.
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Introduction

La sclérodermie systémique est marquée par des
atteintes vasculaires prononcées. Ce sont les
vaisseaux de petits calibres qui sont atteints avec
souvent des insuffisances et déficits vasculaires
qui conduisent a des atteintes séveres des tissus
qui sont mal irrigués par le sang et provoquent par
exemple les ulcéres digitaux. En réponse a une
agression vasculaire et des lésions de vaisseaux,
'angiogénése est un processus complexe qui se
définit comme la formation de nouveaux vaisseaux
a partir de vaisseaux préexistants (figure 1).
Cependant, il existe égalementune autre possibilité
pour essayer de suppléer la défaillance vasculaire
qui est dénommée la vasculogenése. Elle se
définit comme la formation de novo de vaisseaux
sanguins par regroupement de cellules dérivés
de la moelle osseuse (figure 1). Cependant, ces
cellules sont difficiles a isoler et a quantifier, car
elles sont relativement rares dans la circulation.
Les objectifs de nos projets étaient d’'une part,
de travailler sur une définition permettant de
quantifier ces cellules et d’autre part, d’arriver a
les isoler pour les cultiver et étudier leurs voies de
régulation.

Cellube emnlatheliale
maliire

Cellule snwdhe hematopoleibgus

Mloelle oxsense

~=gwlotheliauy circulants

Progéniteurs endothéliaux
circulants

Jérdme Avouac et Yannick Allanore. Université Paris Descartes,
Rhumatologie A et INSERM U1016, Hépital Cochin, Paris.

La deéfinition exacte des cellules vasculaires
endothéliales trouvées dans la circulation reste
I'objet de débats et de discussions. Nous nous
sommes focalisés sur un type de cellule parais-
sant vraiment avoir un potentiel de formation de
vaisseaux et pouvant s’'intégrer dans la maladie
étudiée : les progéniteurs endothéliaux circulants
a croissance tardive. Nous avons tout d’abord,
comptabilisé dans le sang total de patients et de
témoins des cellules ayant les caractéristiques de
cellules vasculaires, immatures définies par des
combinaisons de marqueurs de surface (molé-
cules exprimées a la surface des cellules permet-
tant de les identifier, notamment par marquage,
avec des anticorps. La combinaison choisie a été
les cellules Lin-/7AAD-/CD34+/CD133+/VEFR2
qui sont mesurées par cytométrie de flux dans
les heures suivant la prise de sang. Nous avons
ainsi montré que ces cellules sont augmentées
globalement dans la sclérodermie systémique
mais qu’en cas de complication vasculaire telles
des ulcéres, leur nombre diminue. Ceci suggere
gu’en cas d’agression vasculaire, les cellules
sont adressées sur le site de Iésion et sont moins

Figure 1 : Schématisa-
tion de [angiogenese
(réparation du vaisseau
a partir de cellules en-
dothéliales locales) et
de la vasculogénese a
partir des progéniteurs
endothéliaux circulants
(formation de néo-vais-
seaux a partir de cel-
lules mobilisée depuis la
moelle osseuse)

Frogemitenrs

FECs)

Azohorg et ol, Science 1997
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détectables dans la circulation. Ces travaux nous
ont permis de contribuer a des recommandations
européennes sur ce sujet. De plus, nous avons
ensuite, étudié la valeur de cette quantification
non plus pour trouver les complications « asso-
ciées » mais pour établir si cette valeur pouvait
permettre de « prédire » le risque clinique vascu-
laire. Pour cela, nous avons suivi régulierement
une centaine de malades pendant 3 ans et étudié
quelles variables de départ pouvait prédéfinir les
groupes de malades qui allaient développer des
ulceres digitaux. |l s’avere que d’avoir au départ,
les paramétres d’une faible quantité de progéni-
teurs circulants donne un risque augmenté de 2,5
fois d’avoir des ulcéres et un autre marqueur vas-
culaire est encore plus significatif avec un risque
augmenté de 8 fois en cas d’augmentation de

PIGF dans le sérum (placenta growth factor).

En paralléle, nous avons mis au point une tech-
nique pour isoler ces cellules, les cultiver et les
placer dans des conditions de stress proches
de la maladie comme I'exposition @ un manque
d’oxygene (hypoxie, figure 2). Ces cellules sont
apparues fonctionnelles et possédant les proprié-
tés attendues de cellules endothéliales par com-
paraison a des cellules de référence (HUVECS)
ou des cellules de témoins sains. Par contre, nous
avons observé en hypoxie une perturbation de ré-
gulation de la voie VEGF qui pourrait contribuer a
une activation excessive. Ensuite, I'utilisation de
puces permettant d’étudier 'ensemble des génes
exprimés par les cellules nous a permis de mon-
trer que dans la sclérodermie systémique, ces
cellules ont un profil inflammatoire, pro-adhésif et
qu’un marqueur de différenciation (maturation) de
cellules vasculaires semblait perturbé. Ceci nous
a permis de définir ce qui est appelé une signature
endothéliale de la maladie.

Figure 2 : Etude in vitro des cellules endothéliales
dérivées des progéniteurs avec isolement de
colonies (A), stress par I'hypoxie (A : sans hypoxie
et B : translocation du facteur d’hypoxie qui
apparait en vert dans les noyaux) puis formation
de tubes capillaires par les cellules de référence
(D : Huvecs) et de la méme fagon pour des cellules
endothéliales issues de témoins sains et de
malades sclérodermiques (F).

Conclusion et perspectives

Ces travaux nous ont permis de mieux cerner une population cellulaire vasculaire
qui pourrait étre impliquée dans les mécanismes de la maladie. Il reste a définir leur
régulation dans la moelle osseuse (présence, maturation, mobilisation) et a confirmer
leurs propriétés fonctionnelles (capacité a réellement former des néo-vaisseaux). En

effet, dans ce cas des stratégies de stimulation ou d’utilisation comme « médicament
» pourraient étre envisagées. Ainsi, par exemple, les statines ou l'érythropoiétine
pourraient augmenter leur passage dans la circulation, permettant des réparations
vasculaires mais on pourrait aussi imaginer de les recueillir, les faire se multiplier et les
ré-injecter proche de sites agressés (ulcéres digitaux). Par ailleurs, l'identification de
marqueurs du risque vasculaire peut laisser envisager de traiter plus précocement ou
plus activement des malades étant considérés comme trés a risque vasculaire.
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Introduction

Au sein des chemokines, famille de molécules de
communication entre les cellules du corps, la frac-
talkine (FKN, aussi appelée CX3CL1) est un com-
posé intéressant car impliqué dans les échanges
entre plaquettes et globules blancs du systéme
lymphatique (lymphocytes), cellules endothéliales
et fibroblastes. On sait qu’elle intervient pour la
création des plaques d’athérome en facilitant la
survenue de macrophages spumeux dans la paroi
artérielle lorsqu’il y a eu dépdt de cholestérol. De
plus, on sait que le récepteur a la FKN est impliqué
dans la cicatrisation cutanée en stimulant I'accu-
mulation de macrophages et fibroblastes dans les
plaies, et le recrutement de cellules monocytes/
macrohages a partir de la moelle osseuse pour
venir cicatriser la peau lésée en relargant sur place
des médiateurs profibrotiques et angiogéniques.

On a démontré que la FKN joue un réle profibro-
tique dans la cirrhose du foie en produisant notam-
ment du TIMP-1, un inhibiteur de protéase qui
facilite la sclérose du foie. La FKN joue aussi un
réle dans linflammation et le récepteur a la FKN
est fortement exprimé dans l'intestin et les macro-
phages ainsi que les cellules dendritiques qui sont
les « starters » de la réaction immune dans tout
le corps mais notamment dans la peau. La FKN
participe aussi aux mécanismes d’angiogénese (la
construction de nouveaux vaisseaux sanguins) et
aux réactions du corps aprés une interruption du
flux sanguin suivie d’'une reprise de celui-ci (I'isché-
mie-reperfusion). Enfin la FKN a été suspectée
comme faisant partie des molécules concourant a
I'hypertension artérielle pulmonaire.

I était donc d’'un grand intérét de tester si les taux
sanguins de FKN étaient anormaux dans la scléro-
dermie systémique, en particulier compte tenu de
son potentiel thérapeutique, notamment dans l'is-
chémie critique et dans la modulation de la douleur.

FRACTALKINE

Médecine Interne, Hépital Saint Antoine, Université Paris 6, Paris

Jean Cabane

Une étude pilote a été lancée avec la collaboration
de feu le Professeur Dominique EMILIE (Institut Pa-
ris-Sud des Cytokines, laboratoire d’'immunologie,
hépital Antoine Béclére, Clamart). Trente-quatre
patients souffrant de sclérodermie systémique a
différents stades de la maladie et trente-deux té-
moins de méme age et sexe ont donné du sang
pour le dosage de la FKN par ELISA. Les préléve-
ments ont été centrifugés et congelés puis trans-
portés a Clamart pour dosage. L'étude prévue des
récepteurs de la FKN sur les leucocytes n'a pas pu
étre réalisée. Le travail a été fini en 2003.

Des taux incroyablement élevés ont été trouvés
chez certains sclérodermiques, notamment ceux
ayant une forme diffuse a la phase initiale trés ac-
tive de la maladie. Mais des taux faibles voire nuls
ont aussi été enregistrés, démontrant que méme
si la molécule est intéressante, notre compréhen-
sion de la maladie est encore imparfaite et nous
ne comprenons pas pourquoi certains malades
sont en progression plus que d’autres. De plus,
la FKN est une molécule de relation locale entre
cellules (ce qu'on appelle un autacoide) et pas
une hormone qui circule dans le sang pour aller
donner des informations a tout le corps. Donc le
bon endroit pour son dosage serait au voisinage
ou dans les lésions mémes de sclérodermie plutét
que dans une prise de sang veineux standard au
pli du coude.
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Comparaison des concentrations dans le sérum de fractalkine entre les 2 groupes étudiés

Conclusion et perspectives

Cette étude préliminaire a confirmé que la FKN est une molécule intéressante au sein
de la grande famille des chemokines. Mais une dispersion trop grande des résultats en
a limité la portée et a la méme époque, 'attention s’est reportée sur une autre molécule

d’intérét qui offrait plus de chances — en particulier, 'hnypertension artérielle pulmonaire
- de déboucher sur des traitements, I'endothéline (on sait le succés qu’a obtenu le
bosentan). L'ASF peut étre fiere d’avoir soutenu cette étude novatrice qui pourrait étre le
point de départ ultérieur de nouvelles recherches, surtout si des traitements influengant
la voie de la FKN apparaissent sur le marché.
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Introduction

Différents arguments sont en faveur d’'une com-
posante génétique a la sclérodermie systémique
(ScS). Tout d’abord, la fréquence de la maladie
est augmentée au sein des familles ayant un indi-
vidu atteint. Ensuite, les rares cas de jumeaux ont
montré une concordance forte pour les jumeaux
monozygotes pour certains parametres surtout
immunologiques dont la présence d’anticorps an-
ti-noyaux. Ces résultats suggerent que la prédis-
position génétique seule ne suffit pas pour déve-
lopper la ScS mais qu’une susceptibilité pourrait
faire intervenir notamment le profil d’auto-
anticorps. Une susceptibilité a I'auto-immunité
plus globale est également illustrée par I'existence
au sein des familles avec un cas de ScS, d’autres
membres pouvant avoir des maladies proches
telles les thyroidites, le lupus ou le syndrome de
Gougerot Sjogren. La susceptibilité génétique
dans la ScS répond a la définition des maladies
dites génétiques complexes, c'est-a-dire basées
sur une combinaison de polymorphismes de nom-
breux génes et des interactions avec des agents
extérieurs (environnement). Les variations géné-
tiques, chacune prise isolément, ont ainsi, peu de
conséquences mais c’est une combinatoire qui va
favoriser la maladie et ses différentes formes. Ces
polymorphismes, ou variants, sont une variation
de la séquence de 'ADN qui peut exister dans la
population générale mais qui pourra étre anorma-
lement distribuée chez les malades (fréquence
augmentée voire parfois diminuée). Grace aux
travaux réalisés initialement dans d’autres mala-
dies auto-immunes et a la contribution de génes
participant a plusieurs maladies auto-immunes, le
puzzle de ces anomalies génétiques commence a
se résoudre. Les progrés dans la connaissance de
la composition du génome et les outils pour I'étu-
dier ont ainsi permis des analyses de plus en plus
fines. Une des étapes clés a été la possibilité d’uti-

Etude génome entier : identification
de 3 nouveaux locus de susceptibilité

Yannick Allanore pour le consortium GENESYS

Université Paris Descartes, Rhumatologie A et INSERM U1016,

Hépital Cochin, Paris.

liser des puces a ADN permettant de détecter en
méme temps, pour un méme échantillon d’ADN,
des milliers de marqueurs génétiques reflétant ces
polymorphismes distribués sur 'ensemble du gé-
nome dans de grandes cohortes de malades et de
témoins. Cette approche s’appelle une approche
génome entier et a le grand avantage de ne pas
étre biaisée par le choix a priori d'une région ou
d’un géne spécifique a étudier mais de couvrir tout
le génome.
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La figure 1 montre la carte génétique de la région
du gene TNIP1 avec en rouge les blocs de poly-
morphismes (ils sont transmis en bloc et non pas
isolément), en bleu ces polymorphismes avec une
échelle de puissance d’association (qui augmente
en ordonnée) et en haut la séquence du gene
TNIP1.
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Nous avons réalisé, dans le cadre d’une subven-
tion de I'Agence Nationale pour la Recherche, une
étude génome-entier qui a porté sur 564 cas de
malades avec ScS et 1776 contrdles, tous fran-
gais caucasiens, chez lesquels environ 500 000
marqueurs répartis sur tout le génome ont été tes-
tés. Les marqueurs les plus fortement associés a
la maladie étaient ensuite testés individuellement
dans une 2¢ série de 1682 cas de ScS (venant de
toute I'Europe) et 3926 individus contrbles. C’est
ce que I'on appelle une réplication, qui est indis-
pensable pour valider une association génétique.

=1n

Les principaux résultats montrent une association
avec la région HLA qui est associée a toutes les
maladies auto-immunes. Par contre, ce travail a
identifi¢ un polymorphisme du gene PSORS1C1
qui est connu pour contribuer au lupus et au pso-
riasis, un polymorphisme du géne RHOB (qui
est impliqué dans la survie cellulaire) et enfin plu-
sieurs polymorphismes du géne TNIP1 (figure 1).
Le géne TNIP est connu pour étre associé a
d’autres maladies auto-immunes dont le lupus
et il a un réle important pour contréler un facteur
inflammatoire dénommé NFkB. Quand TNIP1 est
présent, il doit bloquer en partie NFkB pour tenter
de limiter le processus inflammatoire. Etant donné
nos résultats génétiques pointant ce géne, nous
avons étudié son expression a partir
de tissu de peau de patients et de
contrbles et aussi a partir de culture
de cellules de malades et de témoins.
Nos résultats convergent pour mon-
trer un défaut d’expression de ce
geéne et de la protéine qui en découle
dans la ScS (Figure 2). De plus, afin
de savoir si ces variations pouvaient
affecter la synthése de collagene qui
est un des éléments clés de la mala-
die nous avons pu montrer que dans
des puits de culture sa présence ou
son absence modulaient la synthese
de collagene par les fibroblastes.

Figure 2 : Un marquage (aspect brun chamois) de la peau montre que dans le derme, TNIP1 est plus expri-
mé chez les contréles que chez les malades avec ScS (fleches noires) (A) et que la production du gene (B)
et de la protéine (C) sont également diminuées dans la ScS lorsqu’on étudie des fibroblastes en cultures.

Conclusion et perspectives

Ces résultats ont identifi€¢ 3 nouveaux génes associés a la maladie a partir d'une grande
étude génétique européenne. Un des genes a été étudié plus en détail et semble pouvoir
avoir un role spécifique dans la maladie faisant le lien entre des voies inflammatoires et
de fibrose. Par ailleurs, ce travail a aussi confirmé d’autres génes précédemment identifié
ou les résultats d’'une autre approche génome entier issue d’une collaboration américano-
européenne. Ces travaux de génétiques permettent de positionner certains génes ou
certaines voies biologiques dans la problématique de la maladie mais il faudra maintenant
des travaux complémentaires pour étudier les effets de leur modulation notamment a l'aide
de modéles animaux. Par ailleurs, les avancées technologiques vont maintenant rendre
possible I'étude non plus simplement de marqueurs génétiques répartis sur le génome
mais I'étude base par base de génome entier permettant une analyse en profondeur des
variations génétiques associées aux maladies.

Publication :

Allanore Y, Saad M, Dieudé P, Avouac J, Distler JH, Amouyel P, Matucci-Cerinic M, Riemekasten G, Airo P, Melchers |, Hachulla E, Cusi D, Wichmann HE,
Wipff J, Lambert JC, Hunzelmann N, Tiev K, Caramaschi P, Diot E, Kowal-Bielecka O, Valentini G, Mouthon L, Czirjak L, Damjanov N, Salvi E, Conti C, Mdller
M, Miiller-Ladner U, Riccieri V, Ruiz B, Cracowski JL, Letenneur L, Dupuy AM, Meyer O, Kahan A, Munnich A, Boileau C, Martinez M. Genome-wide scan
identifies TNIP1, PSORS1C1, and RHOB as novel risk loci for systemic sclerosis. PLoS Genet. 2011;7:€1002091.
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Introduction

La sclérodermie systémique (ScS) appartient
au groupe des connectivites. La ScS est une
affection généralisée du tissu conjonctif qui se
caractérise par un dépét excessif de composants
de la matrice extracellulaire contribuant a la
sclérose des organes et des microvaisseaux.
L'association d’'un fond génétique et d'un ou des
évenements secondaires environnementaux induisent
des perturbations aboutissant a des anomalies des
vaisseaux, une dysimmunité et I'établissement
d'une fibrose. Le fibroblaste est la principale
cellule impliquée dans cette production excessive
de MEC. Au cours de la ScS, les fibroblastes
ont un phénotype a priori normal mais semblent
activés. Cette activation pourrait passer par
plusieurs médiateurs différents dont le TGFbeta
aboutissant a une activation de la transcription
des genes de la matrice.

Des données récentes montrent que des ano-
malies de la Fibrilline-1 (FBN-1) et du TGFbeta
peuvent aboutir a une production anormale qua-
litativement ou quantitativement de matrice extra-
cellulaire. Ces anomalies peuvent s’inclure dans
un groupe de maladies partageant une dysrégula-
tion, primitive ou non, de I'activation du TGFbeta
avec comme modulateur le réseau microfibrillaire et
la FBN-1 : ce nouveau concept est appelé « signa-
lopathies TGFbeta ». La sclérodermie systémique
est une maladie multifactorielle fibrosante dans
laquelle un réle du TGFbeta et de la FBN-1 a été
évoqué faisant de cette maladie un candidat de «
signalopathie TGFbeta ».

L’étude de la FBN-1 a reposé sur une approche
moléculaire puis cellulaire et/ou biochimique.

Figure 1 : images de microscopie électronique de
la matrice extracellulaires issus de biopsies de
témoins sains et de patients avec sclérodermie
faites soit sur une zone de peau indurée ou
non. Le réseau microfibrillaire (fleches rouges)
sous-tend les fibres élastiques (fleches noires) a
distance des fibres de collagéne (fleche blanche).

Implication de la fibrilline-1

et bases génétiques
Julien Wipff, Catherine Boileau, Yannick Allanore,

Université Paris Descartes,

Service de Rhumatologie A, Hopital Cochin, 75014 Paris.

Une étude cas-témoins du géne FBN1 a partir
d'une cohorte de patients ScS caucasiens
européens n'a pas montré d’association.

Au total, 362 patients ScS et 162 témoins
caucasiens frangais ont été inclus dans cette
premiére étude. Une cohorte de réplication,
comprenant 266 patients et 153 témoins tous
d’origine caucasienne européenne, a été utilisée
par collaboration avec trois équipes italiennes
(Dr Airo a Brescia, Dr Matucci-Cerinic a Florence
et Dr Caramaschi a Vérone). Chaque cohorte
a été dans un premier temps génotypée pour 5
microsatellites et un SNP puis dans un deuxiéme
temps pour 5 SNPs couvrant au maximum
'ensemble de [linformation génétique du
géne FBN1 selon les données d’Hapmap. Les
résultats ont tenu compte du nombre de tests
effectués avec une correction par la méthode de
Bonferroni. Aucune association entre un alléle
d’'un des polymorphismes étudiés et la ScS n’a
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pu étre mise en évidence, que ce soit dans la
cohorte frangaise ou italienne.

Par ailleurs, le réseau microfibrillaire dermique
des patients ScS a été étudié et notamment
I'expression dermique et la production de FBN-1
par les fibroblastes a partir de biopsies de peau
de patients avec ScS. Une analyse de ce réseau
a été effectuée par microscopie électronique chez
5 patients ScS et 2 contréles. Dans un deuxiéme
temps, les fibroblastes issus de ces biopsies ont
été mis en culture : le réseau microfibrillaire a été
étudié par immunofluorescence et la production
de FBN-1 par Western Blot et PCR en temps réel
sans et avec stimulation par TGFbeta.
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Publications scientifiques issues de ce travail :

Les résultats de notre étude montrent :

1) une diminution in vivo de la présence de réseau
microfibrillaire au contact des fibres élastiques
dans le derme cliniguement atteint ou non des
patients ScS comparés aux témoins sains

2) une absence de différence de syntheése ou de
sécrétion de FBN-1 in vitro par les fibroblastes
sans ou avec activation par le TGFbeta.

De futures études fonctionnelles sont nécessaires
afin de confirmer I'intérét physiopathologique,
pronostique ou thérapeutique de ces voies
biologiques.

Figure 2 : a) images en mi-
croscopie confocal a fluo-
rescence de la matrice ex-
fad4  fracellulaire aprés cultures
== n vitro de fibroblastes is-
Agis  SUS de biopsies de témoins
Wbl e sains, de patients avec
sclérodermie ou patients
st Marfan. Les fibroblastes
(mste} ont été activés ou non par
du TGF beta.
B el auesy  0) images de Western Blot
montrant la quantité de
sy Protéine Fibrilline-1 aprés
snay  cultures de fibroblastes ac-
tivées ou non par le TGF-
beta avec comme protéine
témoin (non influencable
par le TGFbeta), l'actine.
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Le deuxiéme travail a fait 'objet :
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Les maladies auto-immunes touchent, en général,
plus souvent, les femmes que les hommes et leur
progression peut également varier selon le sexe.
Cette différence s’explique de diverses manieres :
par linfluence des hormones, I'environnement,
I'exposition professionnelle, mais pas seulement.
L'objectif de nos recherches est d’étudier et de
comprendre les raisons d'une telle différence,
dans la sclérodermie systémique (ScS). Nous
avons orienté nos travaux sur linfluence des
génes des antigénes leucocytaires humains
(HLA), le réle du microchimérisme (Mc), et enfin
celui du chromosome X et de certains de ses
genes.

Les genes HLA codent pour des protéines
impliquées dans la reconnaissance du soi et du
non soi, d’ou leur importance dans le cadre des
maladies qui se défendent contre soi (maladies
auto-immunes). On retrouve fréquemment chez
les patients, et ce en comparaison aux sujets
sains, un méme motif de séquence sur certains
alleles HLA, dits alléles de susceptibilité a la
maladie. Ce motif de séquence est situé dans la
« poche a peptides », lieu de présentation des
peptides au récepteur des cellules T, cellules de
limmunité (Figure 1).

Le microchimérisme (Mc) se définit par la
présence en faible quantité (micro) de cellules
génétiquement différentes chez un individu. Il peut
s’acquérir de fagon naturelle via la grossesse. En
effet, pendant la grossesse, le placenta n’est pas
totalement hermétique et les cellules de la mere
et du feetus traversent la paroi placentaire. Mais
plus étonnant encore, ces cellules persistent
plusieurs décennies apres I'accouchement créant
ainsi un Mc feetal chez la mére et un Mc maternel
chez I'enfant puis I'adulte.

Il y a maintenant plus de dix ans que les premiéres
études sur le Mc et sa possible implication dans
la ScS ont commencé. Une étude pionniere a
montré que les femmes atteintes de ScS sont plus
souvent positives pour le Mc foetal comparées aux
contréles (fréquence) et que les quantités dans
le sang total périphérique sont plus élevées que
chez les sujets sains.

HLA, microchimérisme
et chromosome X

Nathalie C. Lambert, Justyna M. Rak, Doua F. Azzouz, Sami B. Kanaan

INSERM UMRG39, Marseille

Toutefois, d’autres groupes de recherche n’ont
montré que des différences marginales voire
aucune différence entre patients et contréles.
Les divergences, souvent dues aux méthodes
utilisées, aux groupes ethniques analysés, ont
progressivement divisé les avis quant au role
du Mc dans la ScS ou d’autres maladies auto-
immunes.

Le chromosome X est un chromosome sur lequel
beaucoup de génes de 'immunité sont présents.
Les femmes ont deux de ces chromosomes alors
que les hommes en ont un seul et un chromosome
Y. Il a été récemment mis en évidence chez les
souris atteintes de lupus (autre maladie auto-
immune), que les males qui avaient la forme la
plus sévere de lupus avaient une translocation de
génes du chromosome X sur le chromosome Y.
Parmi ces génes, un en particulier favorise cette
aggravation de la maladie : le Toll Like Receptor
7 (TLRY). Une telle translocation génétique est
possible chez les rares hommes atteints de ScS.
Nous pouvons la tester en calculant le nombre
de copies des genes TLR7 et TLR8 (voisins sur
le chromosome X). En effet les hommes qui
auraient cette translocation auraient deux copies
de TLRY7 et/ou TLRS8 (une sur le X, une sur le Y).

Etude des génes HLA

Pour la premiere fois dans une cohorte frangaise
de patients ScS, nous avons décrit les associa-
tions HLA sur un total de 282 patientes ScS et
468 sujets en bonne santé. Les alleles associés
ala ScS ont un motif commun FLEDR entre les
acides aminés 67 et 71 de ces alléles (figure 1).
La présence de ce motif est essentiellement liée
a celle des auto-anticorps anti-topoisomérase,
mais n'est pas exclusive. Une étude de plus
grande ampleur pourrait permettre de distinguer
les génotypes HLA a risque et aider au dia-
gnostic de la maladie. De plus, la connaissance
exacte des motifs de prédisposition pourrait per-
mettre des interactions thérapeutiques pour bloquer
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la présentation des peptides dans la poche a pep-
tides comme cela a été récemment montré dans
le diabete. Ces associations alléliques n’excluent
pas la présence d’'un autre géne important sur
'haplotype HLA concerné.

Etude du microchimérisme

Nous avons montré que les femmes ayant
une sclérodermie maintenaient le Mc dans
des compartiments sanguins différents selon
que leur ScS est cutanée limitée ou diffuse
(publié dans Rheumatology, 2009). En effet,
les femmes atteintes de ScS limitée ont plus
souvent du Mc dans le sang total mais pas
dans le compartiment des cellules mononu-
cléées (lymphocytes, monocytes). Les cellules
concernées dans le sang total hors cellules
mononucléées seraient, d’aprés nos premiéres
observations, les granulocytes. Le contraire
était observé pour les femmes atteintes de
ScS diffuse (figure 2). Ces résultats suggérent
un mécanisme différent selon le type de ScS et
expliquent les résultats divergents concernant le
Mc dans différentes études en fonction des pa-
tients étudiés et des types cellulaires analysés.
La capacité des cellules microchimériques a
devenir des lymphocytes, des granulocytes ou
autres types cellulaires suggére qu’elles sont
au départ des cellules souches capables de se
différencier en différents types cellulaires.

Ces cellules pourraient dans certains cas se
transformer en cellules fonctionnelles quand
un organe est endommagé ou au contraire
étre la cible de cellules immunes de 'héte et
enclencher une réaction immunitaire. Les deux
possibilités ne sont pas forcément exclusives
et on peut aisément imaginer que, selon cer-
tains facteurs de risque, ces cellules soient
néfastes, neutres ou bénéfiques. Quel que soit
leur role, la présence commune chez l'individu
sain suggere que de simples thérapies visant
a les éliminer ne sont pas nécessairement
appropriées. C’est la compréhension de leur
fonction et celle des éléments qui favorisent
leur présence et leur persistance qui permettra
d’éventuelles thérapies.

)
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Figure 1- Représentation du motif FLEDR de suscepti-
bilité a la ScS dans son contexte.

Le motif FLEDR présent sur les molécules HLA va in-
fluencer le type de peptide qui se fixe dans la poche a
peptide et qui est présenté aux cellules T.

Etude du chromosome X

Contrairement a notre hypothése, les hommes ScS
n’ont pas un nombre plus élevé de copies de TLR7
ou 8. Par contre, les hommes atteints de polyarthrite
rhumatoide, testés en paralléle dans 'étude, ont un
nombre plus élevé de copies de TLR8 dans leurs
PBMC comparés aux sujets males contréles.

Bien que les résultats soient négatifs dans la ScS, ils
apportent certaines clefs dans la polyarthrite. Cette
étude est intéressante car des stratégies de traitement
a base d’antagonistes de TLR, déja commencées
dans 'auto-immunité, prendraient tous leur sens dans
la polyarthrite.

55 cutande limdde Se5 outia diffuie
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Figure 2- Représentation du Mc dans les échantillons
sanguins des femmes atteintes de ScS cutanée limi-
tée ou diffuse. Les cellules microchimériques sont
maintenues dans des compartiments différents selon
le type de ScS.

Conclusion et perspectives

Bien que les différences hormonales ou les différences immunitaires entre les deux
sexes soient des éléments importants pouvant expliquer en partie la prédisposition
des femmes aux maladies auto-immunes, d’autres mécanismes sont également
relevants comme nous I'avons montré. Au travers de nos études, nous espérons mieux
comprendre le fossé entre hommes et femmes et pensons que cela donnera lieu a la

découverte de nouvelles thérapies.
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Introduction

Le lymphocyte B a un réle important dans la phy-
siopathologie des maladies auto-immunes telles
que polyarthrite rhumatoide, le syndrome de
Gougerot-Sjogren et le lupus érythémateux systé-
mique. Les taux sériques de 2 cytokines jouant un
rble essentiel dans le développement et la survie
des lymphocytes B, BAFF (B-cell-activating factor
belonging to the TNF family) et APRIL (a prolife-
ration-inducing ligand) sont augmentés dans ces
maladies. La physiopathologie de la sclérodermie
systémique (ScS) est complexe et imparfaitement
connue, mais le lymphocyte B pourrait également
y jouer un rble important.

L'objectif était de déterminer les taux sériques
de BAFF et d’APRIL chez les patients atteints de
ScS,de rechercher une corrélation entre BAFF
et APRIL et d'identifier les différentes caractéris-
tiques cliniques et immunologiques de la mala-

Dosage des cytokines
BAFF et APRIL

Emmanuel Chatelus, Jacques-Eric Gottenberg, Jean Sibilia.
Service de Rhumatologie, Centre National de référence
Maladies auto-immunes systémiques rares, CHU de Hautepierre,

Strasbourg

die. 150 patients atteints de ScS (126 femmes,
24 hommes, ScS cutanée limitée 56%, ScS cuta-
née diffuse 44%) avec un age médian de 55 ans
et une durée moyenne de la maladie de 9 ans
ont été consécutivement inclus dans 2 services
de Rhumatologie frangais (CHU de Strasbourg
et de Paris Cochin, Rhumatologie A). Les taux
sériques de BAFF et d’APRIL ont été déterminés
par méthode ELISA chez les 150 patients atteints
de ScS et chez 80 sujets sains.

Les taux sériques de BAFF et d’APRIL étaient
significativement augmentés chez les patients
atteints de ScS par rapport aux sujets sains. Les
taux sériques de BAFF et d’APRIL étaient aug-
mentés a la fois chez les patients atteints de ScS
cutanée limitée et de ScS cutanée diffuse (figures
1A et 1B).

Les patients ayant des taux sériques de BAFF
élevés, avaient une incidence plus élevée d’at-
teinte interstitielle pulmonaire que les patients
ayant un taux normal de BAFF (63% vs 37% ;
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Figure 1A: Taux sériques de BAFF chez les patients sclérodermiques et chez les sujets sains
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p< 0.005). Les taux de BAFF étaient corrélés aux marqueurs d’activation lymphocytaire B suivants : taux
d’lgG, de béta2-microglobuline et de chaines Iégéres d’immunoglobulines kappa et lambda. Aucune
autre corrélation n’a été mise en évidence entre les taux sériques de BAFF et d’APRIL et les autres
caractéristiques de la maladie. Seulement 11 % des patients atteints de ScS avaient une augmentation
concomitante des taux sériques de BAFF et d’APRIL.

B R 00T
Ea i
= 1 pri1s
£
E [=0) ELT
E 5& pEialY
:= an
g »
3 a0
E lu | .
o | : 2
S5¢ (n=150) S5c diffuse 5S¢ limitee Sujets sains
(n=67) (n=83) (n=80)

Figure 1B: Taux sériques d’APRIL chez les patients sclérodermiques et chez les sujets sains

Conclusion et perspectives

Les taux sériques de BAFF et d’APRIL sont significativement augmentés chez les
patients atteints de ScS. Des traitements ciblant les cytokines BAFF et APRIL sont
actuellement en cours de développement dans les maladies auto-immunes telles que
le lupus érythémateux systémique ou la polyarthrite rhumatoide. L'inhibition de BAFF et
APRIL pourrait également étre une nouvelle cible thérapeutique dans la ScS.

La publication scientifique issue de ce travail :
E. Chatelus, C. Sordet, G. Alsaleh, J. Avouac, Y. Allanore, J. Morel, J-E. Gottenberg, J. Sibilia. Serum APRIL and BAFF levels are increased and associated
with distinct clinical and immunological manifestations of systemic sclerosis : rédaction de I'article en cours
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Effet du TGF-B sur les lymphocytes T de
patients atteints de Sclérodermie systémique :
comment GATA-3 est-il impliqué dans
la régulation de I'lL-13 par le TGF- ?

Laurence Michel, Julie Barault, Hépital Saint-Louis

Introduction

Aspects cliniques

La ScS progressive est une affection hétéro-
gene caractérisée par des déplts excessifs de
collagéne fibrillaire, en particulier de collagéne
de type |, dans la peau et les différents organes.
Son étiopathogénie exacte reste méconnue, mais
de nombreux arguments plaident pour un méca-
nisme auto-immun initial, avec infiltration de lym-
phocytes T activés de phénotype variable selon
'organe atteint, synthése d'auto-anticorps spéci-
fiques par les lymphocytes B et libération de cyto-
kines, chimiokines et facteurs de croissance loca-
lement ; des caractéristiques qui témoignent de
I'activation trés précoce de la réponse immune.
Cette activation trouverait son origine dans une
prédisposition génétique, probablement multigé-
nique, associée a un stimulus environnemental.
Trois types d’événements presque simultanés ré-
sultent alors de la mise en jeu de la réponse auto-
immune cytolytique, a prédominance T, associée
a la libération de cytokines : - des Iésions vascu-
laires endothéliales avec atteinte diffuse de la mi-
crocirculation, - une activation fibroblastique, - la
production excessive de collagéne, responsables
de la fibrose progressive de la peau et des or-
ganes profonds. De surcroit, le collagéne de type
| et IV, tout comme les fibroblastes eux-mémes,
activent aussi directement la réponse immune.

Aspects moléculaires TGF-B, IL-13 et fibrose

Sur le plan mécanistique, la fibrose tissulaire,
localisée ou diffuse, observée chez les patients
atteints de ScS résulte d’'un déséquilibre des
phénoménes impliqués dans les processus de
réparation tissulaire normale, avec une activa-
tion chronique des fibroblastes, conduisant a
une prolifération cellulaire excessive et a une
accumulation incontrélée de collagene fibrillaire.
Ces processus sont associés a une production
locale élevée de facteurs de croissance comme
le transforming growth factor-beta (TGF-§), dont
I'action continue sur les cellules conjonctives est

synonyme d’accumulation progressive de matrice
extracellulaire, qui conduit au développement
d’une fibrose.

L'IL-13 est une cytokine sécrétée principalement
par les lymphocytes T helper de type 2 (Th2).
Cette cytokine et son récepteur (IL-13R) ont été
associés a certaines fibroses, comme la fibrose
péribronchique de I'asthme, la fibrose hépatique
de linfection bilharzienne expérimentale et la fi-
brose pulmonaire. Expérimentalement, I'lL-13 in-
duit in vitro la sécrétion du collagéne de type | par
les fibroblastes dermiques par activation directe
du promoteur du géne du collagéne de type I|. En
effet, la région promotrice de COL1A2 contient un
site de liaison a STAT6. L'IL-13 participe égale-
ment a la régulation du processus de fibrose en
augmentant la production d’inhibiteurs tissulaires
des métalloprotéases (TIMP) et en inhibant cer-
taines métalloprotéases tissulaires (MMP). Dans
le contexte de la sclérodermie, des taux sériques
élevés d’IL-13 ont été observés chez les patients
atteints de ScS. Ces taux sériques sont d’ailleurs
corrélés positivement avec la sévérité des anoma-
lies observées en capillaroscopie.

GATA-3

GATA3 appartient a la famille des facteurs de
transcription GATA formés de deux motifs doigt
de zinc. Ce facteur de transcription joue un role
important dans le développement des lympho-
cytes T au niveau du thymus et la polarisation des
lymphocytes T helper de type 2 (Th2). L'expres-
sion de la protéine GATA-3 est induite par I'lL-4
(via la voie STAT-6) et a son tour GATA-3 stimule
la sécrétion de cytokines de type Th2, telles que
I'IL-4 et I'lL-13, tandis qu’il inhibe celle des cyto-
kines de type Th1. GATA-3 est aussi capable de
stimuler sa propre expression via une boucle de
rétro-controle, permettant ainsi de maintenir le
développement des Th2 en absence d’IL-4.
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Nous avons observé que I'expression de GATA-3
dans le noyau des Jurkat était diminuée en pré-
sence de TGF-f et qu’elle était restaurée en pré-
sence de l'inhibiteur d’ALK5 (inhibiteur du récep-
teur au TGF-B). Nous avons aussi observé que
la voie des Smad était impliquée dans l'inhibition
de GATA-3 par le TGF-B dans les cellules Jurkat
(article soumis pour publication).

Par ailleurs, il a été démontré que GATA-3 était
capable d’activer le promoteur de I'lL-13 dans
les cellules Jurkat. Il a été démontré que facteur
de transcription GATA-3 se fixait sur les régions
régulatrices du promoteur de I'lL-13. Nous avons
confirmé cette observation par des expériences
de siRNA GATA-3 dans les Jurkat et nous pour-
suivons cette étude sur les lymphocytes T issus
de patients atteints de ScS.

En effet, nous observons que le TGF-B8 augmente
la production d’IL-13 au niveau protéique et de
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son ARNm dans les lymphocytes T de patients
atteints de ScS, a l'inverse de son action inhibi-
trice de la synthése d’'IL-13 sur les lymphocytes
T de sujets sains (figure 1). Les effets du TGF-B
sur la translocation, la synthése et la fixation de
GATA-3 au niveau du promoteur de I'lL-13, ainsi
que les mécanismes moléculaires responsables
de ces effets restent encore a déterminer.

Notre travail actuel vise a affirmer I'implication
de GATA-3 dans la régulation de I'lL-13 par le
TGF-B dans la lignée Jurkat et dans les lympho-
cytes T de patients atteints de sclérodermie vs de
volontaires sains, a analyser les effets du TGF-
sur la fixation du facteur de transcription GATA-3
au niveau des régions régulatrices de I'lL-13 en
identifiant la(les) région(s) régulatrice(s) du pro-
moteur de I'IlL-13 impliquées, et a identifier les
mécanismes moléculaires responsables des ef-
fets du TGF-B sur la fixation de GATA-3 au niveau
du promoteur de I'lL-13.

*® Figure 1

- Effet du TGF-B sur la production
d’IL-13 par les PBLs de patients
atteints de ScS (panel gauche)
et de volontaires sains (panel
droit)
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LEXIQUE

Acide arachidonique : il s’agit d’'un acide gras polyinsaturé, un des principaux constituants des phos-
pholipides des membranes cellulaires.

Adénocarcinome oesophagien : cancer de I'cesophage.

Angiogenése : processus décrivant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins (néovascularisa-
tion) a partir de vaisseaux préexistants.

Anion superoxyde : O, espéce radicalaire, molécule dérivée de I'oxygéne hautement réactive.

Anti-oxydant : molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d’autres substances chimiques et capable
de neutraliser les radicaux libres en empéchant la peroxydation lipidique et I'altération de ’ADN des
cellules.

Athéromateuse : siege d’athérome qui correspond a un remaniement de la paroi des artéres.

Capillaires : vaisseaux sanguins de toute petite taille (4 a 8 um) permettant les échanges nutritionnels
dans les tissus.

Capillaroscopie : examen optique des capillaires, avec un grossissement variable (de 50 a 200 fois).
Cet examen peut se réaliser sur la peau et I'on verra alors la « téte » des capillaires, ou sur la racine de
I'ongle ou les capillaires sont perpendiculaires, donc mieux visibles.

Cathode/Cathodal : polarité négative d’'une électrode.

Connectivite (ou collagénose) : groupe de maladies auto-immunes dont fait partie la sclérodermie
systémique. D’autres connectivites comme le Lupus systémique, le syndrome de Goujerot-Sjéegren, ou
le syndrome de Sharp peuvent se compliquer d’HTAP.

Cytokines : molécules servant de messagers entre les cellules de notre organisme. Certaines cytokines
interviennent dans l'inflammation et I'immunité, d’autres jouent un réle dans la division et la différencia-
tion cellulaire.

Cytométrie : technique permettant de faire défiler des particules, molécules ou cellules a grande vitesse
dans le faisceau d’un laser, ce qui permet de les dénombrer.

Diabéte de type Il : diabéte non insulino-dépendant, ne nécessitant pas initialement d’administration
d’insuline, et souvent associé a un surpoids.

Digital(e) : qui concerne les doigts.
Dihydropyridinique : classe pharmacologique des inhibiteurs calciques (noyau chimique dihydropyridine).

DLCO : mesure de la capacité d’échange du monoxyde de carbone par le poumon, reflet des échanges
gazeux. La mesure de la DLCO est faite au cours d’épreuves fonctionnelles respiratoires.

Dysfonction : anomalie de fonction d’un organe ou tissu. Terme employé par opposition a la fonction normale.
Dysphagie : sensation de blocage des aliments dans leur descente dans I'cesophage

Dysplasie : présence de cellules anormales dans un tissu, pour 'oesophage, stade pré-cancéreux entre
'EBO et le cancer si la dysplasie est dite de haut grade.

Dysthymie : troubles de 'humeur.

Endoscopie haute ou fibroscopie : examen permettant de visualiser I'intérieur de I'oesophage et de
I'estomac en introduisant un tube (fibroscope).

Endothéline : protéine produite par I'organisme, qui a des effets puissants sur la contraction des petites
artéres pulmonaires, et qui intervient dans I'apparition de 'HTAP.

Entérocolopathie : : maladie digestive de l'intestin.
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Etude génétique cas-témoins : étude génétique comparant la fréquence d’une variation dans le gé-
nome d’une population cible (sclérodermie ici) a une population contrdle (sans la maladie).

Fibrilline-1 (FBN-1) : composant protéique principal du réseau microfibrillaire

Fibroblastes : cellules qui peuplent le tissu interstitiel, et contribuent a la synthése du tissu de soutien
des différents organes. Les fibroblastes contribuent a 'accumulation de collagéne et au développement
de la fibrose.

Hematopoiétique : renvoie a la moelle osseuse et aux cellules du sang.

Idiopathique : sans cause connue.

Immunoblot : détection a I'aide d’un anticorps marqué d’une protéine a partir d’un liquide biologique.
Immunohistochimie : détection a I'aide d’'un anticorps marqué d’une protéine a partir d’'un tissu biologique.
Infection bilharzienne : infection par la bilharziose.

Interféron : cytokine qui interfere avec la réplication virale et qui a en plus de nombreuses fonctions sur
le systéme immunitaire

Interleukine : cytokine produite en particulier par les leucocytes.

lontophoreése : il s'agit d’une technique utilisant un courant de faible intensité pour faire diffuser un médi-
cament au travers d’'une membrane, le plus souvent la peau. C’est en théorie une injection sans aiguille.

Ischémie : diminution de I'apport sanguin artériel a un organe et par voie de conséquence, diminution
de l'apport en oxygéne.

Isoprostanes : lipides dérivés de la transformation de 'acide arachidonique aprés attaque par des radi-
caux libres de I'oxygéne.

Laser Doppler Imageur : technique d’imagerie du flux d’une surface en 2 dimensions.

Lavage alvéolaire : cet examen consiste a injecter dans les espaces alvéolaires du poumon, du sérum phy-
siologique qui sera réaspiré et analysé. L'examen se fait au cours d’'une endoscopie bronchique, avec une
simple anesthésie locale, et permet d’approcher les modifications qui surviennent a la surface des alvéoles.

Lidocaine/prilocaine : médicaments bloquant les canaux sodiques. Employés a proximité d’un nerf, ils
vont empécher la propagation de l'influx nerveux. Leur effet anesthésiant se manifeste en particulier par
l'inhibition de la sensation de douleur.

Lysat de peau : tissu de peau soumis a une lyse chimique afin d’en détacher les composants.

Matrice extracellulaire : élément de soutien des tissus situé entre les cellules. Elle forme un ciment
entre les cellules pour donner une structure aux organes.

Mésenchymateuse (cellule) : désigne une origine embryonnaire.

Méthode ELISA : ELISA est 'acronyme anglais de enzyme-linked immunosorbent assay, littéralement « do-
sage d'immunoadsorption par enzyme liée ». Il s’agit d’une technique de dosage biochimique fréquemment
utilisée en immunologie afin de détecter la présence d'un anticorps ou d’'un antigéne dans un échantillon.

Micro-angiopathie organique : Atteinte des capillaires visible a la loupe (capillaroscopie) au niveau de
la peau située a la racine de I'ongle. Cette atteinte micro-vasculaire est un critére qui permet de différen-
cier un phénoméne de Raynaud « primitif » d'un phénoméne de Raynaud « secondaire », c’est-a-dire
associée a une maladie comme la sclérodermie ou d’autres maladies auto-immunes.

Microcirculation : ensemble des petits vaisseaux amenant le sang dans les tissus, composés d’artéres et de veines.

Microsatellites et SNP : variations dans un gene, qui sont, soit une répétition continue de motifs com-
posés de quelques nucléotides (microsatellites), soit une variation portant sur un seul nucléotide (SNP)
qui servent de marqueurs génétiques pour repérer des régions génétiques, leur impact sur la fonction
biologique portée par le géne est variable.

MMP (Matrix metalloproteinase) : enzymes produites par le fibroblastes et autres cellules qui ont la
capacité de digérer les composants de la matrice extracellulaire, notamment le collagene. Elles sont
impliquées dans des processus de réparation, de fibrose et de destruction.



Monochromatique : lumiere dont la couleur n’est formée que d’une fréquence.

Monoxyde d’azote : appelé couramment par son acronyme NO, c’est une petite molécule produite principa-
lement dans les vaisseaux ayant une action de vasodilatation et de diminution de I'agrégation des plaquettes.

Murins : appartenant a la souris.
Nadir : valeur la plus basse d’une mesure au cours du temps (souvent utilisé en hématologie).
Neurogeéne : qui est originaire du systéme nerveux

CEsophage de Barrett ou endobrachyoesophage (EBO) : anomalies du revétement de I'cesophage
suite a un reflux chronique.

Oxydation : Réaction chimique au cours de laquelle se produit un transfert d’électrons. L'espéce
chimique qui capte les électrons est appelée « oxydant » ; celle qui les cede, « réducteur ». Ces réac-
tions jouent un réle fondamental en biologie, dans la transformation de 'oxygéne au sein des cellules
des espéces vivantes.

PaO2 : pression partielle d’'oxygene dans le sang artériel. La PaO2 se mesure en kilopascal ou en mmHg.
Peroxydation : forme d’oxydation.

Phénomeéne de Raynaud : présence de doigts blancs au froid. Il s’agit souvent d’'une maladie bénigne
isolée (phénoméne de Raynaud primaire). Il peut également étre présent en cas de sclérodermie.

Phosphodiestérase-5 : substance qui favorise également la contraction de ces artéres.
Phospholipides : assemblage de lipides, d’acides gras, constituants notamment de la paroi des vaisseaux.

Placebo : substance neutre que I'on substitue a un médicament pour contréler ou susciter les effets
psychologiques accompagnant la médication (dans cette étude, le placebo ressemblait aux capsules de
vitamine E).

Plasma : liquide jaune dans lequel les globules rouges sont suspendus. Il constitue 55 % du volume du
sang, et est tres souvent utilisé pour doser les molécules du corps humain ou les médicaments.

Profibrotique : favorisant le processus de fibrose

Prostacycline : lipide produit par les cellules tapissant la paroi des vaisseaux (cellules endothéliales) pos-
sédant une action de vasodilatation et diminuant la possibilité d’agrégation des plaguettes. On synthétise
actuellement des analogues de cette molécule comme médicaments (comme le tréprostinil et l'iloprost).

Prostanoides : famille de molécules qui entrainent une dilatation des vaisseaux pulmonaires, pouvant
donc améliorer les symptémes et I'évolution de 'HTAP.

Protéasome : organelle contenu dans le cytoplasme des cellules nucléées et permet la dégradation des
protéines contenues en exces ou qui sont défectueuses.

Réseau microfibrillaire : élément de la matrice extracellulaire constituant un maillage de cette matrice.

Stress oxydant : définit I'état lié a un déséquilibre entre la production de radicaux libres de I'oxygéne (phé-
noméne normal dans une cellule) et la défense contre ces radicaux. Les radicaux oxygénés en exces vont
pouvoir interagir avec les membranes cellulaires, les protéines et 'ADN pour induire des dégats.

Stress oxydatif : ensemble des agressions des constituants de la cellule lié¢ aux espéces réactives
oxygénées et azotées qui sont des molécules oxydantes capables d’altérer les molécules de lipides, de
protéines et de 'ADN de la cellule.

Systéme du complément : groupe de protéines du sérum, faisant partie des défenses immunitaires.

TGFbeta : petite molécule sécrétée entre autre par les fibroblastes qui active la production de la matrice
extra-cellulaire.

TIMP (Tissue inhibitor of MMP) : inhibiteur tissulaire des MMP. Il agit comme inhibiteur des MMP et en
corrige I'excés d’activité.

Vasculogeneése : processus décrivant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de cel-
lules souches. 92

Protocoles de recherche financés par I’ASF

Année 2010
Radguiiabili o La TOTAL
Peojetn Cantie de recheichs
L ] o
|immamo-ganais rek facton o man wih Scivode—=a Mathabe LAMBERT st - Marsedle
- Eugires KOUMANS | Hipital Cozhen - Higaa
i-mguiﬂ PRl Db COPel DB A O I P S ST Yansick ALLANORE Pachat - Pasia
R 2o iFulon iirresteimy ol ri-frd i dm alion & 13 Sildrafed dbid BadeTard Lasenics N
Eulid b re® S CHBUIEE §SUChaE Bl B o gl pand ol dhad la E f”"zﬂ" bt Slaes Lows-Fiem
ENNATEL B 38 b DRI B B e R g P/ AHMADA
Etude du ndibe Su o Trvbes inhatnd ol Matns s alommbeniie-) = Sami 1§
yoibpderee P SOLANRLS i
Efen dp L o202tk i Mhbrl it oiuss SULIHE O GS2EH1 81 B8 LibsSiil dur l 180 B84
i condyctincs wmiculims cutinds chef i volongares iess Ehuds RIFLLETY daan-L s CRACTRAIE Ceencbis
ir-]
Evpugion o FaSoachs Tlracsutiau o8 B meformens sang (HTaP Chriptan AGARD Tigniey
Ebrd g o abeon phrprfpiqey # lonchoreglle da cpilgien sk F o
P i Sal conad ﬂllldﬂb—ﬂﬂmlllhlﬂ: VNI
Funeissanl etarsetpmitei of T calld oh 55¢ sslitodii B0 ozl 5 o vt i
& - TRUCHETET, Carls Suri e
Iopeoat CHIzoARE
Année 2009 =
Rursporatlii de |a TOTAL
o rachecchy | COSR 80 rocharchd | jourent |
FFeE T o TRmelad Nkl 3 D00 W T o Tacar hibaial 8 vk ALLMBORE :M‘I'!,r"m:m‘_\':;:ﬂ
punceptind b b 5B R
- ZpdN Cachan Pam
SOETTS U2 TEiSGaEGn paF Kl So phacTid Siad i Malisei Chociiibid . iy A
Euwrcpdind aliwdd Sp o Sdr 08 = bWk =izue) Tanmac: ALLAGIORE """':.::;;.:'w
E P 2o LB F2AREN 2L B BRSSOt T4 B e B B LT
U Cels D Voo S aerd . Enuow HFLUSSTE A oL LG TG ey
ASTHS (welg el aiorn Wby SO #1 JApre (FEA) S CRSusEl BOu0hel
MG Egr ) BNCRENGAE  DFHF COMEINER B S0 P R VO 500
i Ceaamaguen FARG Hipds B
LUl g CRORChEETaTSde Snd 1 FaSeTent On 13 BCbradeTTae 1RGN iy coinspr e,
(1 U
Wi ieta ok (ARSI SSatu 5 1B Elpbidn EwhSeBan Sih i fruh S & Bt
i i Bl L PR wdgds 9 s Pand
Bl B 08§ e SN O | ianEuee= 11 20 b TGF -2 B L2178 28 Liddnd IBZHEL
BOH DT BB TS it BARELIT Mg Loy e
Barg FERROT Spigan MO Cagea
Ecadopiion o |0 Soisvd o ln b b oo i e L3 povlartode homaiciie Warrech &L AMNRE Ezprn Recha
Philpe CUELGE Famn
Année 2008
W eriporaalded do la TOTAL
Projsts . Camirs de techarche Py
IHPBRCENGN F COFICMCE FRON G CITHE NS ST aTRCOTEE ISR P Py
Tk el g s BRREN canTaa wE chas s e aya] e poiindermes L LICH TR i dacing bl
RotdrodenTed bbb Teges  Resiacie S oRurh Jinigued 30 uiSecasdii ko Warsnien A L ASRCIRE Iuﬂ"u TH:'"
S T R S LR G R T S F Iu""rll"'j::'“'m""
RIsTONETHINETH ¥ BBRr MaCODBINE M et (HLA] B80S (0 BOdesonmin | i al
A i ARG LAUBE FISERU Uyl
Eleca du T ol infusiwir do mongsyde § e sus s v poominicBen gu Faed danm = 2 = 178 00
i phd s rrebran 4 Elium e premiens iy rood LA TRE- 510 ML LRALUNTIN uidinile o
B 5k L erlip st ke M S0 aUS e Sapiain okl 18 Tl lanall #f ls D2d-artih dor = .
14 ar RS AR s b CTEZ i A LA AeanList CRADOW0 CM) Oranecss
BRI IS 4 (0 HgRke U TOF . Bhl Dluied SRl .
T T TS R S DO O BN OO T gl b T LR PR I Loy o
Hopatal Cogichan Paris
Engoshpiy SIUCTINOH P RPEETNC RO ) DR BOETDRIN TR o e
BrcBU CHBY Opnend B CrTUaing andcial [opan T -m::;:;;‘:mﬂ
Année 2007 =
di la TOTAL
Piciats |i"'"“"'"""'m Coste do rocharchs |

Wi Swwges 26 phiie I conpil rafdsmiad a0 OouSh w546 FNiSalne

Prridylai FTET | Gl el ALl PLICEID I B MBla e Bdei OF

F O DO TR DRERSR R GIYE B GE BCHITIRTEE BRI ead pmendy Datanpd
Tl

dgen TREE

Hipats 51 arum e Boim e

et T 'I;'I'I.I Sk [TFulifudmion o S0 i M0 Mo SiEE Sl Cell
AW bR R

Finno VERRE ST,

A e Lt Pt

93



HARTETR Y SRR DUTUETES RN RS B $00 b VEECul1eE 308 W bl COIESTANE
e letani e g SOLSHELL A Hépital B8 Andrk M-II.II
Bpdal Cachan Pamy
Progirutugty ahcEl i cugulings Vansigy SLLANDRE Anunsisisgs) Higas
ARSECH MONEANEH bu et 59 1 SoesnicTel Sl magus ik s -,'I“ b
e o b
Flicharh o AT JhbIokl 56 BUIORE0RN Bes COMPECISI sMOABel | Yoo WILMEORE | (Rbumalsiagi Hipisl
A I i e b Rl oy
CardBirinalion das oien anbgingue des ilicorpe anl-nacidsres chas e Lt MESLITHON mdpial Cochin Pavin
s STl 1 rRAl DAl T SuBoankoiend dgdTRguEd 08 18 MlisEe Gl pund PUSSOME LB S0 Inddm )
Do iph BATISuN S b AT 5 AR Aen | e A s B 2Shd L 4 S o ARl oen i SESELiA FOFF TR
MR Erynaresl CHATELLIE g BT
Année 2006
Resporiibin 0o a8 TOTAL
Projets e Canire do recharche jwutonj
il g | L REECS TR0 G008 BOrGDyin aeRDlEe eg 080 | alnrdy CuETGAaAE E CRESTEM ok Bl Pl
Expionng in vz B S0B-A5r08c poleniial of peola i oma: S a3 :-‘:um ;h:mumn
| BREL M, T WA MELEIEL BPL Al 8T a L B tioad OR A1 Loe i mﬁ
TR 5O O TS s TaldEr [SHBRON T
TR SR SRS BRI B ST R 1 0 R Sl COAETANE
BT sone SoLMmLs | S Amens o Boedea
rrplication du iy Birilea | o dy nd gy meroiconBipry dan 13 §cisere Vasrach SLLANORE 'Ir“ .|:|I=1'||nl:|| Ll
A | BEErIEEE SoldauEnk o Celulini Juph TFFF ke P
FidpEn Lacrn Par |
NN NS RE Bl § BRSO B S N e e B 13 VEAPE ALLANORE
SbederTer Srvhimace Jntma o | IRMmaSeE Hicts
# Fwd
Jaan Heminedest F
Progsf & dhrda S précalenc i o Ll §CHHTHTES BishimEaue e Ladrgerss RN TR H ey
Faasia GRSTES
Année 2005 TOTAL
e TOTA
Projets et Conirw de recharche e
Taynobriiite paresbmod 3 iaiorone ons BOMOITERE BPEM meluEl Engims GREEL FISERLU Waigieig
ARTES (o T A A 3R e BRI B ruST
fbmppaliaus | CnpREngus Y (DEHP compaes g Soly ink g man
TABUH S8 CrOSCNSETETIN CIS o FABETNE OF I SORsONTe Iriimigue | COTIRRFIRGE | biolal SlLowi Pane
LT
I3RS SR N b BE APRESTE RSB BRSO RARIES BAE BAA IR ki oY e
SRR Ul ORI R DTN A 4 Al DD BRERSUEd B s OHTHOR rfpam < oo Pad
O O TSR S00e It B E o0 DR B9 D0 b LD 3O (LR e PERITI
m‘mm-irhmmm:umlmw R — o) Toumi 18 5
Hpp Coctun Py
Hheadi 2 NIFAGHCENGn o8 Piectiut GlndBgubl Sorl el Gletiol g2 poor 13
Nl 1 L3 SOl ELHSSRORS EANR | Bl L) AORSORTE pRimig] T ALLACRE W:L“m
Bk Crldad ENSVTRLEEE 87 D0k 12 fhurd Cronaedl bu Lol L e Parna
26 LN RO AT e kT Tarmick ALLAHCE LI T
T =1 iy BETTHITEL TEBDIREE B3 8130 I B30 TPl s Jaarellist CRACTWER] CHU Gawneain
Fépenine ces Romstanies dermegues bt Ramyone ol s Cyoschorchamice
991 hoa Iy promotiur O Ging COLIAZ ol miprbrences sviciivon Seg SUADE | | o VERRELCHIA | HipRa S Lo Pans
Année 2004
[T TOTAL
Projets e Canire de recharche —
AREEE D0 RS Db Bl ORD bl Dbty el G BT LT ROHUTHOR Ehlpital Cagreni Pang
itk iy brtel par grelie du CRkse s BoUChE | flepniTigU Dexmnigies P [ i
thﬁm*m-llﬂllrr-!- m;:mﬁzﬂ L) Grwratin
o Sy PEQUEE [ iR e 50wk 34 3 BOEenmes irabimegs 'ﬂmﬂg Chil) Goptasia
E il rvucdonied 0 L B 02Tk & 80T i B0 L DTk Paman CdEPENTEER Chil  Cranasia
D T S SRR I 8 13 R SO TR ) R BN O
Lusc BOUTHOR PMMMFI':I- R
Rowsc MCHITHIOR) Hipial Cochin Py
ik TAEY %
P mi_n:!z!um
“""‘E""":‘:.ﬁ'é" Hipim 2L ren P

Annésa 2003
Prsjan E"""'"""m"" Cantra da rechenche I'!“!!"'"'!!_
Rtie u complimant 42 3¢5 colecinel 'ﬂ% CHU Grancsis
Bi&lg g Sy Pooeriin for L BSran# chrdiague ol uamonars g geuns BEK0 ey MSRIE Q) Rusn
PR i R T DN S PR g b bl o AR Dy 2N VaAREs Al LRHIORE '“ﬁn Em'r"
Elerdd 2w 1o reConiiiulion hymodootads T dard i Caor o waslemenl mjereed Anigers TOUBERT ezl E1 Lowss Pana ".'-
Trans VERRELLHS
Sriane gnatoms caSicpou of 0 I e ECOEH FhEEngE ke ALEL bl 91 Lo Famy
MLT
AT T L S P T S T PR T T ) il Prasevd Tire F':-u-
Année 2002
[— e ™ | Contrn do rmcharche ':E !I!ﬁ!l
Lt MG THEDN
U gruluabalcne 08 a1 H Bnomaiegl COriBag Thugrry BALBET Hipas saranrs Pty
f ol R R T Y Ciidouid
Cpacs dne st Fc-TI Pn R ateenlp inandy 3% ol e BENSOUFES l'ﬂlﬂ:
F:‘Hﬂ'lﬂh':lmﬂllw e e b hr Tgrd o urtlei o S Py SalPETER L) el R
Elerdi Ok (720 S0 2k MBI Ty 1 i 300300 ™50 B P Tk e
B ool W e el 3OS I 8 130t hIerpens o Camorbeal pramege Lt IKRITHEM Hipisl Ssicvnea Pais
|m-mlmwm:ﬂﬂmmmuwu-nn e BSTHERY il & [ S
Année 2001
Pro Wespomabies e 18 | " TOTAL
Opmersgue FUELE  |slpdad & Beckkne Tlaman
e it Prdng Ties sidziy! 51 dntong Pang
!lnﬂ'l Sk ERAMSERED BEnGAE i PRAAY |'l'l_ iyl F1 vy P g
[ Epetiriciog b phitoming 8 Rinms Batees ZafebE ER S Crareatia
EIENA (34 TR L 200 pUBAEL BREFTH 28 SNenETeete 08 A 2 i T HAEa A ang
SO S TR S R O TR B Fng Faris
Etocie Su rfperiors dea hmprocissT-C04 S8 malsden sSersy oe poipdermis st Fong T 'wp::""' g,
Ehadan 2o cHiuied MEnErecH ) Criulaetay Varrwh SLLAHDQRE EHE' :::'!;” ih.n
wn:ammtumm-muu " E— Ly
ORI NEA B SR DS B DOFE O G B0 D iLisz ADLITHOR HYRAR B iang Fad
ERALIE | ERed o |8 Foiprorhil brdesb G0 8 b Mada o Sobrooer—uais| Joll COMTTHES Hipas 5 anak Boode s
ERN CMOI I MRIDACDG CONRC 0 (43 0 pabeshy sobndbmeun | Rl [
Années 2000
Projuts i"’_"m'" Contru de sucharche g_lﬁm
ABpirly gredsSaaaly dany g T Eamal Innsali LARTE b o] i M
BOURSES ASF/ACTELION = 123 000 suros = PART ASF = 20 000 suros
Sujnt _ Bursies Busponssble | Annds |
WEarng Mg Sidiadpagi empbguin 308 b ddvekigternent dad Wisnd ARy Ao, Wir il 2063
EredSuai SolBAic B Sourh 2 Lh 55 Rt St S et P,
TRACLBN 29 11 505 ELedd Comg Rt M rarhal 1T o 20 1k b J—— H-LUE CRRCEwAR p—
izarRbcphon O Baiad arR-oel encondEes, e soaasing ot ankeon Ko s Lpaginan
Lingan of Caraciingaon du ey ookl arSipknagesn s oo de THTER gapcoile|  amdig SERVETTAT gl Cochin Parin o o)
Y aray BRSO
el Caera PR
Ftnaiiubinnsd 4 2o Dot BESEC MEASSERAENE lu (2w S il S DA = | oo i




M-
—_
REUNICA

REUNICA, acteur majeur de la protection sociale, développe, dans le cadre de
ses métiers (retraite complémentaire et assurance de personnes), une politique
d’Action sociale construite sur la prévention, la proximité et I'innovation.

C’estautitre de son action sociale, et dans une logique de prévention santé, que
Réunica appuie des projets d’intérét général qui soutiennent des recherches
meédicales.

Apporter son soutienadestravaux de recherche médicale susceptibles d’aboutir
a des découvertes prometteuses... Telle est 'ambition affichée par REUNICA
dans le cadre de son partenariat avec I'association des sclérodermiques de
France.
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