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Resume 

Les cytokines sont produites par de nombreuses cellules et participent au 
systeme immunitaire. Pour les maiadies autoimmunes ou inflammatoires, il existe 
souvent un desequilibre entre les nombreuses cytokines. L'etude du 
polymorphisme des genes impliques ou l'etude de l'expression de gene par dosage 
des ARN messagers pourraient constituer un outil precieux pour le diagnostic 
precoce de ces maladies et permettre une meilleure prise en charge therapeutique 
de la maladie. 

Mots-cles : cytokines, interleukine 4, interferon gamma, expression de gene, 
polymorphisme, humain. 

Cytokines secreted by numerous cells are involved in immunity system. During 
inflammatory or autoimmune diseases, a lack of balance between various 
cytokines might occur. The study of polymorphism of genes or the study of gene 
expression by mRNA quantitation could represent a powerful method for the early 
diagnostic of these diseases and would allow a better therapeutic treatment. 

Mots-cles : cytokines, interleukin 4, interferon gamma, gene expression, 
polymorphism, human. 
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Introduction 

Les cytokines interviennent dans la regulation hormonale du systeme 
immunitalre. Le but du sujet est de degager un etat de 1'art sur 1'expression de 
gene des cytokines. 

Deux points seront plus specialement etudies: 

• Evaluation de 1'expression de gene par dosage des ARN messagers. 
• Etude des polymorphismes. 

Mots-cles : IL4, IL12, IL2, ILl, IL6, ILIO, Interferon gamma, expression de 
genes, ARNm, polymorphisme (gene expression, mRNA, polymorphism). 

Les recherches seront orientees vers les brevets, les publications 
scientifiaues. les produits commerciaux et les societes. 

Pour ce rapport, seuls l'interferon gamma et l'interleukine-4 serviront pour 
expliquer la strategie de recherche. D'autre part la synthese bibliographique sera 
uniquement dediee a une maladie : la polyarthrite rbumatoide. 
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II - Recherche Documentaire 

II. 1 - Recherche de publications scientifiques 

Les premieres recherches ont ete effectuees sur la base de donnees 
Uncover (htto://uncweb.carl.org/) via internet de maniere a cerner les 
mots-cles pertinents. 

1.1 - Recherches preliminaires 

1.1.1 - Recherche de mots-cles 

En utilisant uncover, et en posant une question en langage naturel 
de type IL-4, on peut se rendre compte a la lecture des resumes relatifs 
aux articles trouves, de la diversite rencontree en langage naturel pour 
nommer les proteines choisies. 

Ex : interleukin 4, interleukin-4, IL 4 ou IL-4. 
interferon gamma, INF-gamma, INF gamma, INF-y. 

Uncover permet la recherche par mots-cles. 
*interleukin-4 (1530 rep.) ou IL-4 (1430 rep.) 
Remarque : 1'absence de tiret donne le meme nombre de reponses 
(interleukin-4 : 1530 rep. "interleukin 4" 1530 rep.) . 

Tableau 1 

IL4 interleukin-4 or il-4 (2783 reponses) 

mRNA mrna ou messenger 

^ptndrglisfii: 

gene expression gene expression 

Mmat*» 
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1.1.2 - Interrogations 

" etude du polymorphisme 

En combinant le mot-cle de la proteine et le mot 
polymorphism, les reponses obtenues sont toutes pertinentes. Par 
contre la specification de "humain" n'apporte aucune reponse. De 
meme qu'une recherche combinee avec le mot autoimmune. 

Tableau 2 

(interleukin-4 or il-4) and 
polymorphism* 
(interleukin-4 or il-4) 
and polymorphism* and 
human 
(interferon-gamma or 
inf-gamma) and 
polymorphism* 

8 

0 

res pertinent 

V V V V V tres pertinent 

v etude de 1'expression de gene 

Tableau 3 

1 

2 

3 

4 

(interleukin-4 or il-4) and 
(mrna or messenger) 

(interleukin-4 or il-4) arid 
(mrna or messenger)and 
human 

(interleukin-4 or il-4) and 
(" ") 

(interleukin-4 or il-4) and 
(" ")and 
human 

(interteukin-4 or il-4) and 
(mrna or messenger) and 

and 
human 

88 

24 

78 

26 

++(2>1 grace a 
humain) 

(interferon-gamma or inf-
6 gamma) and (mrna or 

messenger) and human 
(interferon-gamma or inf-

7 gamma) and 
and human 

(interferon-gamma or inf-
gamma) and 

8 and (mrna 
or messenger) and 
human 

16 

55 

++ 
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1.1.3 - Commentaires sur la pertinence 

Pour la recherche sur le polymorphisme, la recherche combinee 
polymorphisme et proteine donne des resultats tres pertinents. 

Pour la recherche sur 1'expression de gene et plus particulierement 
le dosage des ARN messagers, la seule combinaison proteine et expression 
de gene apparait trop generique. Les meilleurs resultats sont obtenus avec 
la combinaison ARNm et proteine et humain. Ce dernier terme permet 
d'eliminer un grand nombre de references dans ce cas. Toutefois si les 
references trouvees se rapportent bien au dosage des ARN messagers, 
elles ne concernent pas forcement celui recherche. La proteine etudiee 
dans ce cas n'etant qu'un agent exogene utilise pour etudier 1'expression 
d'autres genes. 

1.1.4 - Commentaires sur la base uncover 

Cette base semble tres pratique pour obtenir quelques references 
sur un sujet. Elle couvre de nombreux domaines et des revues tres 
variees. Toutefois, le resume offert est tres bref et la combinaison de 
mots-cles est vite limitee. Par exemple dans le domaine biomedical, il est 
donc difficile de specifier une pathologie precise ou une classe de 
pathologies. Elle ne peut suffire a l'elaboration d'une bibliographie. 

1.2 - Recherche sur bases de donnees 

1.2.1 - Premieres recherches sur CD-ROMS et choix des bases 

Les recherches sur CD-ROMS nous ont permis de faire des essais a 
moindre cout et egalement de selectionner les bases les plus interessantes. 
Quatre bases ont ete testees: Medline, Biosis, Pascal et Embase. 

Avec des equations du meme type que celles employees pour 
uncover, deux bases semblent amener les meilleurs resultats : Embase et 
Medline qui se completent assez bien. 

Biosis a ete abandonnee pour deux raisons : ses resultats sont 
moins nombreux que ceux obtenus par Embase et Medline; d'autre part ils 
sont retrouves dans ceux obtenus par Embase. De plus cette base n'offre 
pas de thesaurus qui permet d'ameliorer la pertinence des reponses. 
Pascal est abandonnee pour des raisons similaires. 
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1.2,2 - PubMed : acces gratuit a Medline par internet 
("http://www,ncbi.nlm. nih.gov/entrez/querv,fcQi?db=PubMed"i 

PubMed est l'un des acces gratuits a Medline par Internet. 3'ai donc 
privilegie PubMed plutot que Medline sur le serveur dialog (interrogations 
payantes). Le prix n'est pas mon seul critere : PubMed offre une interface 
plus conviviable et permet d'utiliser le Mesh pour elaborer les 
interrogations ce qui constitue son atout majeur. 

' utilisation du MESH 

Llnterrogation peut etre directement elaboree a partir du MESH 
(Mesh Browser). Pour un terme recherche, le MESH suggere une liste de 
termes proches issus de 1'index, si celui demande n'est pas connu. Apres 
selection du terme et en effectuant "browse this term", il donne le 
descripteur associe encore appele "Mesh term", (voir ). 

Les possibilites du MESH ne s'arretent pas la, il donne une definition 
du terme et indique la ou les positions dans 1'arbre du MESH, Cet arbre 
etant construit en langage hypertexte, il est possible de visualiser chacune 
des rubriques (voir ), 

Plus encore,,,par le bouton "Detailed display", il donne la date 
d'entree dans le MESH et les grands sujets relatifs a ce terme. A cette 
etape, il est possible de preparer 1'interrogation en selectionnant tout ou 
partie de ces sujets. Par defaut, il les retient tous (bouton "Add" this term). 
II est a noter que lors de cette meme etape, il est possible de ne pas 
eclater le terme generique, sinon PubMed le fera par defaut (voir 
3). 

On peut de cette maniere elaborer sa requete en combinant au fur 
et a mesure les descripteurs voulus avec les operateurs bouleens (AND, 
OR, NOT). Une interrogation pourra etre facilement elaboree en une seule 
fois dans un langage parfaitement controle. 

Tableau 4 

IL4 interleukin-4 

Interferon gamma Interferon type II 

mRNA RNA, Messenger 

Istin" 

gene expression Gene expression 



v expression de gene : dosage des ARN messagers 

Toutes les recherches ont ete limitees a 1'etre humain. La majeure 
difficulte lors de cette recherche est d'obtenir des resultats ou la proteine 
recherchee n'est pas utilisee comme agent exogene. Pour y remedier nous 
avons longuement etudie les sous-categories (ex.: blood, analysis, 
genetics,...), afin d'eliminer celles qui pouvaient amener du bruit. L'intitule 
de ces categories n'est pas disponible sur PubMed, une version plus 
complete du Mesh est disponible sur le site du National Institute of Health 
rhttp^/Zwww.nim.nih.gov/mesh/2K/99MBrowser.htmn. La categorie "pharmacology" a 
finalement ete demontree comme fautive! 

Tableau 5 

1 

2 

3 

4 

5 

interleukin-4[MESH] Limits: Human 

interleukin-4/pharmacology[MESH] 
Limits: Human 
"RNA, Messenger"[MESH] Limits: 
Human 

[MESH] Limits: 
Human 
"autoimmune diseases"[MESH] Limits: 
Human 
interleukin-4[MESH] NOT interleukin-
4/pharmacology[MESH] AND "RNA, 
Messenger"[MESH] AND 

[MESH] Limits: Human 
interleukin-4[MESH] NOT 
interleukin-4/pharmacology[MESH] 
AND "RNA, Messenger"[MESH] AND 

[MESH] AND 
"autoimmune diseases"[MESH] 
Limits: Human 

4182 

1803 

51268 

51518 

179451 

140 

15 

Tableau 6 

Interferon type II[MESH] NOT Interferon 
type II /pharmacology[MESH] AND "RNA, 
Messenger"[MESH] AND 

[MESH] Limits: Human 
Interferon type II [MESH] NOT 
Interferon type II 
/pharmacology[MESH] AND "RNA, 
Messenger" [ MESH] AND 

[MESH] AND "autoimmune 
diseases"[MESH] Limits: Human 

6 
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v etude du polymorphisme 

Tableau 7 

interleukin-4[MESH] AND 
Polymorphism (Genetics) Limits: 
Humaii 
interleukin-4[MESH] AND 
Polymorphism (Genetics) AND 
"autoimmune diseases"[MESH] 
Limits: Human 
Interferon type II[MESH] AND 
Polymorphism (Genetics) Limits: 
Human 
Interferon type II[MESH] AND 
Polymorphism (Genetics) AND 
"autoimmune diseases"[MESH] 
Limits: Human 

29 " v v v v tres pertinent 

v v v </ </ tres pertinent 

42 v v v v v tres pertinent 

8 v v v v v tres pertinent 

1,2.3 - Embase 

Pour effectuer cette recherche, nous avons consulte Embase sur 
Dialog. Les CD-ROMS s'arretaient en juin 1999. Uinterrogation a ete 
posee de maniere identique a celle formulee pour Pub Med. Toutefois nous 
ne sommes pas parvenus a eliminer les resultats qui font intervenir la 
proteine comme agent exogene. 

Embase utilise egalement un thesaurus assez similaire au Mesh. II 
est a noter que Embase repertorie des conferences et des editoriaux 
contrairement a PubMed. Par contre comme PubMed, elle ne repertorie pas 
les brevets. 

Tableau 8 

IL4 interleukin-4 

mRNA mrna ou messenger 

gene expression gene expression 
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' expression de gene : dosage des ARN messagers 

Tableau 9 

51 Gamma interferon 17101 

52 51268 

53 messenger rna 52775 

54 autoimmune disease 2785 

55 autoimmune disease! 313337 

56 S1 and S2 and S3 and S5 20 

57 S6/human,de 15 

510 Interleukin 4 8831 

511 SIO and 52 and 53 and 85 

512 Sll/human,de 15 

513 rd 14 

v etude du polymorphisme 

51 Gamma iriterferon 

52 Polymorphism 

53 (S1 and S2)/human,de 

54 autoimmune disease! 

55 S3 and S4 

56 S5/human,de 

57 Interleukin 4 

58 S7/human,de and S2/human,de 

S7 S8 and S4 

17101 

26912 

62 

313337 

9 

8 

8831 

49 

9 
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II , 2 - Recherche de brevets 
2.1 - Recherches preliminaires - difficultes 

Les premieres recherches ont ete effectuees sur internet en se referant aux 
bases de donnees repertoriees par 1'Urfist de Lyon et 1'Insa de Lyon. 
http://yrfist.univ-lvonl.fr/aratuits/cat3.titml, http://csidoc.irisa-iyon.fr/sapristi/diqest.html. 

Les recherches effectuees en langage naturel apportent de nombreuses 
reponses et peu pertinentes. 

e Beaucoup trop avec le mot "interleukin-4" place n'importe ou, parfois dans 
le titre et souvent dans les references bibliographiques contenues dans le 
brevet. 

• Beaucoup de reponses mais pas specifiques a l'interleukin-4 (certaines 
bases de donnees ne reconnaissaient pas le tiret, exemple: la base espacenet 
de 1'european patent office) 

2.2 - Determination de Sa classe 

L'utilisation d'une banque de donnees, la DNA patent database repertoriant 
les brevets relatifs a la genetique permettait (avant mars) de restreindre les 
requetes a certains domaines. En combinant interleukin-4 ou il-4, limite a la 
categorie DETKIT (qui correspondait a kit ou multikit), cinq brevets avaient pu 
etre obtenus. Et parmi ceux-fa, un nous semblait tres pertinent. Nous avons donc 
essaye de determiner la classe a laquelle il appartenait. Apres avoir releve les 
codes IPC, nous avons utilise deux sites qui donnent acces a la classification 
mondiale des brevets. 

http://classifications.wiDo.int/fre/main.htm, http://www.inpi.fr/brevet/html/rechbrev.htm. 

La classe C12Q 1/68 a pu etre identifiee. 

SECTION C : CHIMIE; METALLURGIE 
C12 : BIOCHIMIE; BIERE; SPIRITUEUX; VIN; VINAIGRE; MICROBIOLOGIE; 
ENZYMOLOGIE; TECHNIQUES DE MUTATION OU DE GENETIQUE. 

C12Q : Procedd de mesure, ou de rechercbe ou d'analyse faisant 
intervenir des enzymes ou des rnicro-organismes; composition a cet effet, 
Procedes pour preparer ces compositions. 
C12 Ql/68 : faisant intervenir des acides nucleiques. 

2.3 - Comparatif des BDD gratuites sur internet 

Apres quelques essais, il s'est vite avere que meme avec l'utilisation de la 
categorie, le nombre de brevets restait tres important. En effet, cette categorie 
connatt un afflux considerable avec les avancees fulgurantes de la biologie 
moleculaire. II est interessant de voir la progression du nombre de brevets sur un 
pays : les Etats Unis. 

De 1976 a 2000 4322 brevets. 
51 brevets publies en 1990, 223 en 1995, 963 en 1998. 
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De maniere a optimiser la recherche, nous avons teste plusieurs bases de 
donnees gratuites sur Internet pour en selectionner une, performante, qui 
pourrait nous permettre des interrogations similaires aux bases de donnees 
commerciales du type Derwent. Ainsi ce travail pourrait etre plus facilement 
transposable aux bases questel ou derwent pour une recherche exhaustive. 

Les acces aux documents 

Tableau 10 

inpi 

upso 

ibm 

epo 
dna 

http://www.inpi.fr/ 
brevet/html/rechbrev.htm 

http://www. uspto.gov/patft/ 

http://www.patents.ibm.com 
/ibm.html 

http://ep.espacenet.com/ 
http://208.201.146.119/ 

Acces 2 dernieres Oui Oui Les 
annees de demandes de derniers 
brevets frangaises, brevets sur 
europeennes et une periode 
internationales PCT. de quinze 

jours au 
format pdf 

1976 a 2000 Oui Oui Oui 
brevets americains 
20 ans de brevets Oui Oui Oui 
americains 
1999-2000 WO Oui Oui Non 
1999-2000 Japan Oui Oui Non 
Europeens, WO, japon Oui Oui Non 
? Oui Non Oui 

Les interrogations proposees 

Tableau 11 

inpi non 

oui 

oui avec 
E 

oui 

upso ZI2 «" 
ibm 

epo 

dna OUI oui 

non 

oui 

oui 

non 

oui 

non 

oui 

non 

non 

oui 

oui avec B 

oui 

oui 

oui 

oui 

Recherche par classe CIB 
Ou 

Mots contenus dans le titre 
ou dans le resume 

II est possible de combiner 
tous les champs 

Possibilite de combiner 
plusieurs champs (reste 

limitee) 
Mots dans le titre (titre ou 
resume) ou possibilite de 
combiner avec la classe 

II est possible de combiner 
tous les champs 
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2.4 - Optimisation sur la BDD UPSO. 

La base des brevets americains s'avere la plus complete. De nombreux 
champs sont proposes avec toutes les combinaisons possibles. Elle presente 
un avantage majeur : 1'acces au brevet en texte integral qui nous sera utile 
pour juger de la pertinence des interrogations. 

En utilisant plusieurs recherches combinees du type " classe C12Q1/68 
et mots dans le texte et/ou resume et/ou titre et/ou revendications", nous 
avons selectionne l'interrogation utilisant les revendications et le resume qui 
semble etre la plus pertinente. 

Tableau 13 

Entree Equations 
. ((ACLM/interIeukin-4 or ACLM/ii-4) 
ooo or (ABST/interleukin-4 or ABST/ii-4)) , 

and ICL/C12Q001-68 ° 
2000) 

((ACLM/interleukin-4 or ACLM/il-4) 
or (ABST/interleukin-4 or ABST/il- 12 

(1976- 4)) and ICL/C12Q001-68 
2000) 

Nombre de Pertinence 
reponses 

Faute de temps, nous n'avons pu effectuer la recherche sur la base 
Questel ou sur la base Derwent qui auraient pu nous donner une recherche 
complete. 

II, 3 - Recherche de produits 

3.1 - Ou trouver ? 

Pour cette recherche specifique, orientee vers le domaine biomedical et 
surtout biologie moleculaire, il est difficile d'adopter une demarche classique 
qui consiste en la seule etude des brevets ou 1'etude des bases de donnees 
technico-commerciales (ex : IAC prompt). Car de nombreux produits sont 
developpes par des petites "start-ups" qui ne brevetent pas forcement. 

En revanche, ces start-ups utilisent la communication sous plusieurs 
formes de maniere a attirer les fonds d'investisseurs. Et Internet semble etre 
un vecteur de choix pour cette diffusion dlnformations. 

Ma strategie est de reperer des sites de societes offrant des produits 
commerciaux permettant d'evaluer 1'expression de gene codant les cytokines. 
Suivant les moteurs de recherche utilises, on utilise une requete pour chercher 
des pages ou bien on explore certaines categories. Mieux, on combine les 
deux. 
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3.2 - Recherches sur internet et banques de donnees 

3.2.1 - Recherches sur internet 

Plusieurs moteurs de recherche ont ete testes, la recherche est 
effectuee par une combinaison du type (cytokine ou interleukin) + 
mrna + kit. Le corpus de pages trouvees est gigantesque et rarement 
exploitable dans son ensemble. La consultation des pages nous a permis 
de trouver plusieurs produits commerciaux essentiellement americains 
provenant de petites ou moyennes societes. 

Cette recherche n'est pas "productive", elle necessite beaucoup de 
temps pour consulter les nombreuses pages proposees. La recherche est 
d'autant plus longue qu'il est imperatif d'utiliser plusieurs moteurs de 
recherche. D'autre part, il semble difficile d'ameliorer la requete. En effet, 
l'etude des differentes pages obtenues concernant les produits 
commerciaux ne permet pas de determiner un meilleur profil. 

Moteurs testes et approuves: 

http://www.google.com/ 
http://www.alphasearch.org/ 
http://www.northernlight.com/ 
http://www.av.com/ 
http://www.yahoo.com/ 
http://www.excite.com/ 
http://www.about.com/ 

Seul northenlight permet une recherche plus facile, en permettant a 
1'issue de la recherche de restreindre a des sujets precis. Mais comme 
toutes les autres elle n'est pas exhaustive. 

II semble plus interessant de rechercher dans les categories. Les 
societes de biotechnologies sont listees dans la categorie biologie et il est 
possible de reperer des sites interessants d'apres leur description. 

3.2.1 - Recherches sur bdd 

Trois bases ont ete rapidement evaluees : Prompt, Biobusinness et 
Biocommerce, disponibles sur dialog. La premiere concerne surtout les 
evenements et peut donner de precieux renseignements sur les societes, 
les deux autres comportent beaucoup d'articles scientifiques. 

Avec une recherche du type (interleukin-4 or il-4) and mrna and 
human, seule une reference de produit de diagnostic a pu etre trouvee sur 
50 consultees. La reference etant tres ancienne, 1'etude n'a pas ete 
poursuivie. 
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II. 3 - Bilan 

Cette recherche passionnante et tres variee a surtout ete couteuse en temps. 

Temps estime Internet 80 heures (y compris PubMed) 
CD-ROMS 8 heures 
BDD dialog 3 heures 
Acces au documents primaires 4 heures 
Traitement 50 heures 

Total : 145 heures 

Cout 400 F pour Embase 
150 F pour promt, biobusiness et biocommerce 
100 F pour les documents originaux 
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III - Synthese Bibliographique 

III. 1 - Introduction 

1.1 - Les maladies auto-immunes : probleme de dsagnostic 

Les maladies auto-immunes sont des affections associees a la presence 
d'auto-anticorps dans 1'organisme du malade. Le sujet fabrique des anticorps 
contre les propres structures de son corps (ex : la polyarthrite rhumatoTde, le 
lupus erythemateux systemique). 

Uetablissement d'un diagnostic et le traitement precoce des maladies 
autoimmunes et inflammatoires chroniques restent limites par la difficulte a 
sdentifier les agents responsables de la maladie. 

1.2 - Les cytokines 

Plusieurs observations, comme 1'amelioration de la polyarthrite rhumatoVde 
ou inversement 1'augmentation des poussees de lupus erythemateux dissemine 
lors de la grossesse indiquent que la reponse immunitaire n'est pas figee et 
qu'une maladie chronique pourrait etre equilibree sous 1'action d'agents non 
specifiques comme les cytokines. 

Les cytokines representent une famille de molecules polypeptidiques de 
faible masse moleculaire, generalement glycoproteiques. Elles sont liberees par de 
tres nombreuses cellules activees (mastocytes, lymphocytes T ou B) au cours des 
processus immunitaires et inflammatoires. 

On distingue deux types de cytokines associees aux lymphocytes T: 

• Les cytokines de type I (Thl) sont l'interleukine-2, 1'interferon-gamma, le 
"tumour necrosis factor" (TNF-p). Elles stimulent 1'immunite a mediation 
cellulaire, 1'hypersensibilite retardee, l'activation des monocytes favorisant la 
production de cytokines proinflammatoires. Ceprofil Thl est retrouve dans des 
maladies chroniques comme ia thyroidite ou la polyarthrite rhumatoide. 

• Les cytokines de type II (Th2) sont l'interleukine-4, l'interleukine-3, 
l'interleukine-5 et l'interleukine-10. Elles stimulent l'immunite a mediation 
humorale, la production d'anticorps, inactivent les monocytes et inhibent la 
production de cytokines proinflammatoires. Uaugmentation de cytokines de 
type II est associee aux maladies allergiques. 
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1,3 - La polyarthrite rhumatoTde 

La polyarthrite rhumatoVde est le plus frequent des rhumatismes 
inflammatoires chroniques. Elle touche environ 0,5% de la population. Son origine 
precise est inconnue, elfe est ciassee comme une maladie autoimmune a cause de 
la presence de signes d'autoreactivite. Elle se caracterise par une inflammation 
chronique de la membrane synoviale articulaire qui entraine progressivement la 
destruction de l'os et du cartilage. 

Plusieurs facteurs favorisants la maladie ont ete identifies: 

• Hormonaux : Elle touche quatre fois plus souvent la femme (ameiioration 
durant la grossesse). 

• Genetiques : Liaison incomplete avec les genes HLA DR4 et HLA DRl. 
• Environnementaux : On suspecte 1'intervention d'antigenes infectieux 

bacteriens ou viraux. 

Son diagnostic est difficile et ne devient evident que lorsque la maladie a 
deja occassionne des lesions comme par exemple des deformations. A ce stade, le 
traitement de la maladie devient alors moins efficace. 

Un diagnostic precoce pourrait etre elabore en mesurant l'expression de 
cytokines telles que l'interleukine-4 ou l'interleukine-10. Toutes deux ayant un 
effet anti-inflammatoire et etant reconnues comme localement deficitaires dans la 
polyarthrite rhumatoide. 

1.4 - L'expression de gene 

Uexpression de gene ou 1'expression de 1'information genetique dans 
toutes les cellules est un systeme essentiellement unidirectionnel. L'ADN 
determine la synthese de l'ARN qui a son tour determine la synthese de 
polypeptides qui formeront les proteines. 

ADN —> ARN —» polypeptide (proteine) 
Transcription Traduction 

Le produit initial de la transcription ou transcrit primaire est soumis a des 
mecanismes de maturation de i'ARN au cours duquel la plus grande partie de 
l'ARN initial est eliminee pour donner naissance a un ARN messager beaucoup 
plus petit. Cest ce dernier qui determinera la synthese de polypeptides. 
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1.5 - Quantification de 1'expression de gene 

1.5.1 - Dosage de la proteine 

L'expression de gene peut etre quantifiee par dosage de la 
proteine, soit en mettant en oeuvre des methodes biologiques qui 
rendent compte de 1'activite biologique de ces molecules ou bien par 
dosages immunologiques. Ces derniers utilisent des anticorps : un pour 
pieger la proteine, puis un autre pour la revelation. Si cette methode est 
eprouvee dans de nombreux cas, elle pose de reels problemes lorsqu'elle 
est appliquee aux cytokines. En effet, les cytokines exercent leur activite 
biologique a des concentrations tres faibles, leur exploration s'avere donc 
tres delicate surtout si en plus on doit determiner un deficit de cytokines. 
D'autre part, les dosages doivent etre faits avec de nombreuses 
precautions car les cytokines sont tres reactives. II existe souvent des 
interferences entre proteines et /e probleme majeur reste la 
standardisation de la methode. 

1.5.2 - Dosage de 1'ARN messager 

La quantification des ARN messagers semble plus efficace. Deux 
techniques sont utilisees : 

• L hybridation qui utilise des sondes d'acides nucleiques specifiques 
ou d'oligonucleotides. Uavantage de cette methode est de definir des 
profils d'expression dans 1'espace. 

• ou bien la "reverse transcriptase - polymerase chain reaction" plus 
connue sous le nom de RT-PCR qui presente plusieurs avantages majeurs 
tels que sa rapidite, sa sensibilite et sa simplicite. 

III.2 - Expression de gene IL-4 et INF-gamma 

2.1 - Mesure de l'ARN messager de 1'interleukine 4 dans la PR 

Uexpression de l'IL-4 dans la PR par dosage des ARN messagers a ete 
menee dans plusieurs etudes effectuees sur des cellules du sang (1-4) ou 
provenant du liquide synovial (2,4-6). 

Toutes utilisent la RT-PCR ou la PCR. D'une maniere generale, la detection 
pose probleme. Les resultats obtenus sont meme parfois contradictoires. De fagon 
arbitraire en estimant que le temps est synonyme d'amelioration dans la 
technique... Nous nous attarderons sur les derniers resultats. 

Quelques observations se degagent, la production d'IL-4 peut etre detectee 
dans le sang (1-4) ou dans le liquide synovial (2,4,5). Elle est plus faible chez 
les patients atteints de PR que chez les volontaires sains (1). Elle est d'ailleurs 
souvent faiblement (3,4) ou non detectee (6). 
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2.2 - Mesure de l'ARN messager de 1'interferon-gamma dans la PR 

Le dosage de 1'ARN messager de l'interferon gamma semble plus 
evident que celui de l'IL-4. II est present en plus grande quantite. II a pu 
etre analyse dans les cellules du sang (1,2,4,8) ou dans les cellules du 
liquide synovial (2,5-8). 

L'expression de l'interferon gamma est quelque fois plus eleve chez 
certains patients (7,8), les derniers travaux montrent des taux similaires 
chez le patient atteint de RA et chez le volontaire sain (1). L'expression 
est plus importante dans les cellules du liquide synovial que dans les 
cellules du sang (6). II est a noter que l'expression est systemique, les 
prelevement effectue sur les deux genous des patients presentent le meme 
profil d'expression de gene (5). 

2. 3 - Polymorphisme 

Des etudes anterieures (12) ont montre que la PR est associee a 
1'allele HLA-DR4. Toutefois seuls 30 a 50% des patients presentent cette 
particularite. 

Une etude recente (13) a ete menee recemment pour savoir si 
1'expression faible du gene IL4 etait due a une predisposition genetique. 
L'etude cherchait a mettre en evidence des associations entre 
polymorphismes de plusieurs genes de cytokines et l'evolution de la 
maladie. L'etude semble indiquer une association entre la maladie et 
un polymorphism situe en 5q31-33 sur le gene IL-4. 

Pas d'association entre les polymorphismes identifies et la 
remission, par contre plusieurs ont pu etre associes avec l'evolution de la 
maladie vers le phenomene erosif. En particulier pour le gene IL-4 la 
frequence elevee de deux alleles IL-4 RPl/IL-4 -590*T est observee dans 
plusieurs cas etudies. 

Les auteurs estiment, si ces resultats sont confirmes, que 30.8% 
des patients pourraient etre identifies. 

2. 4 - Conclusion 

E n  combinant l'examen de plusieurs cytokines impliquees dans la 
polyarthrite rhumatoide (PR), les tests genetiques devraient permettre a 
terme d'ameliorer le diagnostic de la PR. La detection des ARN messagers 
reste toutefois le probleme sensible surtout pour 1'interleukine 4. 

III. 4 - Quelques produits commerciaux 

Plusieurs produits commerciaux destines a des etudes de recherche 
sont deja commercialises. La plupart utilise la technique RT-PCR. Quelques 
produits pour l'hybridation sont disponibles. Et commencent a apparaftre 
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les "arrays" alignements de centaines de genes greffes qui permettent 
d'etudier 1'expresslon de ces genes dans differentes conditions (ex : effet 
d'une molecule, d'une proteine, etc...). 

4.1 - PCR 

" Cytokine Quantitative FCR Expression Assays" par la societe Lark 
Technologies (12) 

IL-la, IL-lb, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12, p35, IL-12 p40, IL-15, INFg, 
TNFa. 

"Cytokine RT-PCR Kits" par la societe Roche Molecular Biochemicals (13) 

IL-lb, IL-2, IL-4, 11-10, INFg, TNFa. 

"Thl/Th2 cytokine MPCR Kit" par la societe Maxim biotech (14) 

INF-r, IL-2, IL-4, IL-10, IL-5, IL-12p40, IL-13. 

"Cytokine Genotyping Tray" par la societe One Lambda (15) 

TGFb, TNFa, IL-10, IL-6, INFg. 

4.2 - Hybridation 

"Quantikine® mRNA" par R&D Systems (16) 

"mRNA assays" par Oncogene (17) 

4.3 - Les arrays 

"Cytokine Expression Array" de R&D systems (18) 
378 cDNA de cytokines immobilises. 

"Atlas Human cDNA Expression Array I" par la societe Clontech (19) 
588 cDNA immobilises. 
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ANNEXE 1 

Question posee au MESH ; messenger 

No exact match for your term was found. Please select from the following possibilities: 

Messenger RNA m  
Messenger, Second j 
RNA, Messenger, Splicing Jt 
RNA, Messenger, Editing 
RNA, Messenger, Precursors 
Meson 
Mesentery 
Mesenchyme 
Mesna 
Mesteron jgj 
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ANNEXE2 

mrna is not a MeSH term, but it is associated with the MeSH term RNA, Messenger 

RNA, Messenger rDetailed displavl 

RNA sequences that serve as templates for protein synthesis. Bacterial mRNAs are generally primary transcripts 
in that they do not require post-transcriptional processing. Eukaryotic mRNA is synthesized in the nucleus and 
must be exported to the cytoplasm for translation. Most eukaryotic mRNAs have a sequence of polyadenylic acid 
at the 3' end, referred to as the poly(A) tail. The function of this tail is not known for certain, but it may play a 
role in the export of mature mRNA firom the nucleus as well as in helping stabilize some mRNA molecules by 
retarding their degradation in the cytoplasm. 

is term to the Search using operator: 1 J 

All MeSH Cateaories 
Chemicals and Druas Cateaory 

Nucleic Acids. Nucleotides, arid Nucleosides 
Nucleic Acids 

RNA 
RNA, Messenger 

Codon 
Codon, Initiator 
Codon. Nonsense 
Codon. Terminator 

RNA Caos 
RNA Cap Analoas 

3' Untranslated Reaions 
5' Untranslated Reaions 
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ANNEXE3 

RNA, Messenger rBrief displavl 

RNA sequences that serve as templates for protein synthesis. Bacterial mRNAs are generally primary transcripts 
in that they do not require post-transcriptional processing. Eukaryotic mRNA is synthesized in the nucleus and 
must be exported to the cytoplasm for translation. Most eukaryotic mRNAs have a sequence ofpolyadenylic acid 
at the 3' end, referred to as the poly(A) tail. The fonction of this tail is not known for certain, but it may play a 
role in the export of mature mRNA from the nucleus as well as in helping stabilize some mRNA molecules by 
retarding their degradation in the cytoplasm. 

Year introduced: 1965 

I AND 
his term/subheadings to the Search using operator: * 

administration and dosage analogs and derivatives analysis ̂  antagonists and inhibitors 

 ̂ biosynthesis blood ̂  cerebrospinal fluid ̂  chemical synthesis ̂  chemistry ̂  classification 

 ̂ deficiency ̂  diagnostic use ̂  drug effects genetics history ̂  immunology ̂  isolation and 
_ _ i— r— r—; 

purification1 metabolism1 pharmacokinetics1 pharmacology physiology' radiation effects 

 ̂ secretion ̂  standards ̂  therapeutic use ̂  toxicity ̂  ultrastructure urine 

Restrict Search to Major Topic headings only 

Do Not Explode this term (i.e., do not include MeSH terms found below this term in the MeSH tree). 

All MeSH Cateqories 
Chemicais ancl Druqs Cateaorv 

Nucleic Acids. Nucleotides. and Nucleosides 
Nucleic Acids 

RNA 
RNA, Messenger 

Codon 
Codon, Initiator 
Codon. Nonsense 
Codon, Terminator 

RNA Cap Analoqs 

3' Untranslated Reqions 
5' Untranslated Reoions 
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