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Introduction

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une pathologie inflammatoire chronique tres
hétérogéne, elle constitue le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. Cette
pathologie peut survenir a tout age, mais elle est observée surtout entre 40 et 50 ans
(Alamanos 2006, Jeffery 2010).

La PR évolue par poussées entrecoupées de phases de rémission fréquemment
responsable de déformations et de dégradations ostéo-articulaires, elle peut étre a 1’origine
d’un handicap parfois important. Diverses manifestations extra-articulaires peuvent egalement
étre apercus (cardiaque, pulmonaire, vasculaire, nerveuse, oculaire...) ayant parfois des

répercutions sur le pronostic vital (Musset 2013).

Il s’agit d’une maladie multifactorielle complexe qui résulte de I'association de plusieurs
facteurs a la fois génétiques, environnementaux, hormonaux, et immunologiques conduisant a
I’activation d’une réponse immunitaire innée et acquise incontr6lée qui se traduit par une
réaction inflammatoire exagérée, en particulier au niveau de la membrane synoviale (Morel
2004, Bengana 2014).

La PR est une maladie auto-immune caractérisée par de nombreux auto-anticorps y
compris le facteur rhumatoide (FR) et les anti-peptides citrullinés (ACPA ou anti-CCP). Ces
derniers sont générés par la désamination (citrullination) de résidus arginyl catalysé par une
peptidyl-arginine deiminase (PAD). De nombreux arguments suggerent un role important des
ACPA dans la physiopathologie de la PR (Foulquier 2007).

Notre travail, s’est déroulé au niveau de 1I’Hopital Militaire Régional Universitaire-
Constantine (HMRUC), repose sur une étude rétrospective porté sur 349 patients et une étude
prospective (pour 24) patients afin d’étudier I’intérét des ACPA dans le diagnostic de la
polyarthrite rhumatoide en se basant sur deux criteres la spécificité et I’affinité de ces derniers

par rapport aux FR.
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1. Les articulations

L’articulation est la jonction entre deux os. Lorsqu’elle est saine, elle est composée de
deux os recouverts de cartilage et délimitée par la capsule articulaire elle-méme tapissée par la
membrane synoviale qui sécréte le liquide synovial lubrifiant Darticulation. Autour de
’articulation, pour la maintenir et la rendre mobile, se trouvent les ligaments et les muscles
amarrés aux os par les tendons. Il existe 3 types d’articulation ; immobiles (synarthroses),

semi-mobiles (amphiarthrose) et mobiles (diarthrose) (fig.1) (Baclé 2012).

Os Muscle
Capsule
articulaire

Saee Ligament
L'q“'d? articulaire
synovial
Membrane -
synoviale

Tendon

Figure 1: structure d’une articulation mobile (Baclé 2012).

1. 1.Articulation synoviale

Les articulations synoviales sont composées des deux épiphyses des os adjacents
revétues de cartilage hyalin, d’'une membrane synoviale et de la synovie, I’ensemble étant
entouré par des structures de soutien (muscles, tendons, ligaments) (Genevois 1998,
Moissonier 1999).



1.2. Anatomie d’une articulation synoviale
1.2.1. Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire ou cartilage hyalin est une structure lisse, blanche et translucide.
Il s’agit d’une structure non innervée, non-vascularisée et dépourvue de vaisseaux
lymphatiques. Son rdle est d'assurer un bon glissement entre les pieces osseuses articulaires
(Mazieres 2010).

1.2.2. La membrane synoviale

Elle recouvre tous les composants de 1’articulation a 1’exception du cartilage et des
meénisques. Dans quelques endroits, la membrane synoviale est tres mince et mal contenue par
les formations voisines, elle forme alors des diverticules extra-articulaires, culs-de-sacs

synoviaux, dans lesquels la synovie peut s’accumuler lors de certains mouvements.
La membrane synoviale est composée de plusieurs couches aux roles différents :

e la premiére couche appelée intimale, superficielle, est cellulaire et avasculaire. On y
retrouve :

- les synoviocytes A (macrophagiques) qui nettoient la cavité articulaire des
débris produits par déchirures et usure dans une articulation.

- les synoviocytes B (synoviocytes fibroblastiques) produisent [I’acide
hyaluronique retrouvé dans le liquide synovial.

- les synoviocytes C ont des capacités intermédiaires entre les deux précédents
types et contribuent eux aussi a la formation du liquide synovial.

e la deuxiéme couche sous intimale est vascularisée par des capillaires fenestrés appelés
glomérules synoviaux, anastomoses avec les vaisseaux eépiphysaires. Les échanges a ce
niveau sont trés importants.

La cohésion de I’ensemble de ces couches est assurée par un réseau lache de fibres de

collagene et de fibres élastiques (Schneider 2007).
1.2.3. Le liquide synovial

Le liquide synovial, ou synovie, est un dialysat de plasma obtenu par filtration dans les
glomérules synoviaux. Il joue un role important dans la nutrition du cartilage articulaire et

dans la lubrification des surfaces articulaires et de la membrane synoviale. Il contient de



I’acide hyaluronique (apporté par les synoviocytes), des protéines (albumine et y-globuline) et
des cellules (lymphocytes, monocytes, plasmocytes, synoviocytes de type A et cellules
polynucléaires). 1l existe au sein de ce liquide de nombreux systémes enzymatiques ayant un
role important lors des processus inflammatoires (Gaborit 2008).

1.2.4. Lacapsule articulaire

Elle est de nature conjonctive et provient souvent de I’épaississement des fascias qui
entourent I’articulation. Elle est constituée de fibres de collagene unies a des fibres élastiques

peu nombreuses par une trame conjonctive (Genevois 1998, Moissonier 1999).
1.2.5. Les Ligaments

Au sein de Darticulation, les ligaments sont orientés en fonction des contraintes
mécaniques. Ils s’insérent sur le périoste et assurent avec la capsule articulaire les principaux

moyens d’union de I’articulation (Genevois 1998, Moissonier 1999).

2. La polyarthrite rhumatoide (PR)

La PR est une affection touchant les articulations, les os, les tendons et les muscles.
C’est tout d’abord un rhumatisme inflammatoire chronique évoluant par poussées,
susceptibles d’entrainer des déformations et des destructions articulaires de gravité tres
variable. La polyarthrite rhumatoide se caractérise par le développement d’une inflammation
de la membrane synoviale (membrane qui tapisse I’articulation), appelée synovite rhumatoide.
Cette synovite peut entrainer des destructions articulaires plus ou moins importantes, plus ou
moins rapides. La polyarthrite rhumatoide est aussi une maladie systémique caractérisée par
une atteinte extra-articulaire parfois sévére : c’est-a-dire que la réponse immunitaire est
dirigée contre des antigénes cibles présents dans de nombreux organes (reins, poumons...).
Susceptibles de compromettre le pronostic vital (Sany 1997).

Dans la polyarthrite rhumatoide, I'organisme ne reconnait plus un des éléments de
I'articulation comme étant « soi » et réagit contre lui. Le constituant de I'articulation reconnu
comme étranger pourrait provenir du cartilage (collagéne). Il s’agit d’une maladie

multifactorielle dont les causes exactes ne sont pas encore connues (Bardin 2008).



3. Epidémiologie

Les études épidémiologiques de la PR sont difficiles et donnent des résultats souvent
divergents a cause de I'nétérogénéité de la maladie et en fonction des critéres de diagnostics
utilisés, mais actuellement, les critéres utilisés, sont ceux de 1’American College of
Rheumatology (ACR) de 1987 et European League Against Rheumatism (EULAR) de 2010.

e Saprévalence mondiale est estimé a environ 0,5% (Lawrence 1998, Kvien 1997).

e En France, elle est estimée a 0.3% (Guillemin 2005)

e En Algeérie, sa prévalence est de 0.9 a 0.15%. Environ 100.000 personnes sont atteints,
dont 80% sont des femmes (Rezig 2014), (Slimani 2014).

L’incidence de survenue de cette pathologie est rencontrée le plus souvent entre 40 et 60

ans et les femmes sont 3 fois plus touchées que les hommes (Carbonell et al, 2008)

4. Présentation clinique de la polyarthrite rhumatoide

La PR se caractérise par une trés grande hétérogénéité clinique. Le mode d’entrée de la
pathologie varie grandement d’un patient a un autre. Cette phase initiale (polyarthrite
débutante) peut durer de quelques mois a quelques annéeset il n’y aucune déformation
articulaire. Ce n’est alors qu’a la phase d’état que la pathologie développe des atteintes

articulaire et extra articulaire (Baclé 20012).
4.1. La polyarthrite en phase d’état

La PR rentre dans la phase d’état marquée par des atteintes articulaires caractéristiques
souvent fixes, bilatérales et symétriques devenant progressivement déformantes, destructrices
et invalidantes. Pres de 30% des patients atteints de PR ne présenteront pas de déformation
articulaire ni d’anomalie radiographique méme en phase d’état. Ces atteintes articulaires
peuvent s’accompagner par d’autres manifestations tendineuses et/ou extra-articulaires (Sany
2003).



4.1.1. Manifestations articulaire

A la phase d’état, les synovites chroniques se manifestent par des tuméfactions
articulaires a 1’ origine des érosions et déformations. La PR évolue par poussées successives,

parfois déclenchées par des facteurs extérieurs (Baclé 2012).

Chez 80% des patients, on observe une atteinte multicompartimentale des articulations
généralement de fagcon symétrique. Les articulations des doigts et des poignets sont les plus
fréeguemment impliquées et généralement elles sont touchées en premier. D'autres
articulations vont progressivement étre également atteintes comme celles des pieds, des

coudes, des chevilles, des genoux ou encore du rachis cervical.

L'inflammation concerne beaucoup plus rarement les articulations des épaules, des hanches,
les tempo-maxillaires, les sterno-claviculaires ou les sacro-iliagues et trés exceptionnellement

les segments dorsaux et lombaires du rachis (Charpin 2011) (Fig2) (Zvaifler 2006).
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Figure 2 : Les articulations les plus souvent atteintes de la PR (Zvaifler 2006).



Toutes ces lésions sont responsables d’un handicap esthétique et fonctionnel retentissant sur
la qualité de vie et I’aptitude professionnelle (fig.3) (Charpin et all 2011).

Figure 3 : Déformation typique des mains dans une PR (Charpin 20011).
4.1.2. Manifestations extra articulaire

Méme si la PR est une maladie essentiellement articulaire, elle peut également
s'accompagner de manifestations extra-articulaires diverses, souvent liées a la gravité de la
maladie. Une de ces manifestations est la présence de nodosités sous-cutanées également
appelées nodules rhumatoides. Ces nodules apparaissent dans des zones typiques sur la face
postérieure des avant bras, au niveau des doigts, des coudes et aussi du pied et du tendon
d'Achille. lls sont détectés chez 20 a 25% des patients, et sont généralement associés a la
présence de facteur rhumatoide sérique, d'un haplotype de susceptibilité a la PR. D'autres
manifestations extra-articulaires peuvent se développer, les principales étant des
manifestations pleuro-pulmonaires, cardiaques ou rénales. Par contre, aucune atteinte

épidermique n'a été associée a la PR (Zvaifler 2006, Charpin 2011).

4.2. Tableau clinique



Le tableau cliniqgue de la PR en phase initiale est trés variable. Ce dernier reste
cependant le principal outil de référence pour que le praticien puisse poser son diagnostic.

Les signes les plus fréeguents sont les suivants :

- douleurs inflammatoires a plusieurs articulations (arthralgies inflammatoires), avec
gonflement douloureux des articulations (arthrites).

- enraidissement le matin accompagné d’un dérouillage progressif.

- atténuation de la douleur induite par I’exercice et réapparition au repos.

- atteinte des articulations bilatérale et symétrique (articulations épargnées: sacro-

iliaques, rachis dorsal et lombaire).

En accord avec les recommandations de 'HAS de 2007 (en cours de révision), les

signes suivants doivent également étre présents (HAS 2007) :

- larigidité matinale doit étre supérieure a 30 minutes.

- Parthrite doit toucher au moins 3 articulations.

- la durée d’évolution des symptomes doit étre supérieure a 6 semaines.

- une arthrite de la main au niveau du poignet ou des articulations des métacarpes
phalangiens et des inter-phalangiens proximaux.

- une douleur ressentie a la pression des métatarses (pieds) et des phalanges.

- IPatteinte doit étre symétrique.

La confirmation du diagnostic est généralement apportée, aprés quelques mois, par
I’apparition des lésions destructrices articulaires spécifiques de la maladie. Il est & noter que
certaines PR débutent sans aucune altération articulaire et ne présentent qu’une initiation

purement biologique

Tableau | : Critéres ACR/EULAR, 2010 de classification de la PR.



Atteinte articulaire (0-5)

1 grosse articulation 0

2-10 grosses articulations !

1-3 petites articulations (grosses articulations non comptées) 2

4-10 petites articulations (grosses articulations non comptées) 3

=10 articulations (au moins | petite articulation) 5

Sérologie (0-3)

FR négatif et ACPA négatif 0

FR faiblement positif (143 x normale) ou ACPA faiblement positif (143 x nomale) 2

FR fortement positif (>3 x normale) ou ACPA fortement positif (>3 x nomale) 3
Durée des symptomes (0-1)

< 6 semaines 0

> 6 semaines I
Biologie inflammatoire (0-1)

CRP normale et VS normale 0

CRP anormale ou VS anormale

Un score supérieur a 6 permet de classer le patient comme atteint de PR.

5. Etiologie de la PR

La PR est une pathologie multifactorielle, dont la raison principale reste inconnue.
Plusieurs études ont été entamées dans le but de trouver et de savoir les origines de la PR ; et
qui ont par la suite révélé le caractére multifactoriel de cette maladie (Morel 2004, Bengana

2014).

5.1. Facteurs génétiques

Le risque de développer une PR est important chez les individus de la méme famille, la
prédisposition génétique, ce qui a fait I’objet de recherche pour identifier les genes impliquées

dans I’apparition de cette pathologie.

Les facteurs génétiques interviennent pour 30% dans le déclenchement de la maladie.

Une pathologie identique est observée dans 15 a 30% des cas chez les jumeaux homozygotes

et dans 5 a10% des cas chez les jumeaux dizygotes (Menkes 2004).




La survenue de la PR est significativement associée a certains alléles des genes codant

pour le systeme HLA (human leucocyte antigens) de classeII situe sur le chromosome 6; et

qui sont surtout exprimeées a la membrane des cellules présentatrice des Ag (Bacle 2012).
5.1.1. Influence du systéme HLA

La survenue de la PR est significativement associée a certains alleles des genes codant
pour le systeme HLA de classe Il. En effet, 60% des patients atteints de PR présentent le sous-
type HLA-DRB1*04 (anciennement appelé DR4) et 30% le sous-type HLA-DRB1*01
(anciennement DR1). Les molécules HLA de classe Il sont des hétérodimeres formés d’une
chaine o et d’une chaine B. La susceptibilité génétique a la PR serait conférée par la présence
d’une séquence particuliére d’acide aminé (QKRAA) située sur le domaine NH2-terminal des
chaines B qui correspond également au site impliqgué dans la reconnaissance
antigénique. Cette séquence commune, appelée « épitope partagé » ou Shared epitope,
pourrait étre au ceeur de la réaction auto-immune médiée par les lymphocytes T (Morel 2004,
Gregersen 1987).

La gravité de la PR développée semble aussi étre liée en partie au nombre d’alléles « &
risque » portés. Cependant, s’ils constituent des marqueurs de sévérité, ils ne peuvent pas étre

utilisés comme facteurs de diagnostic (Sany 2003).
5.1.2. Autres facteurs génétique

D’autres génes de susceptibilité a la PR ont été identifiés (fig. 4) (Bax1997).

INKRDSS, IL6ST
KIF3SA, PIPIK X Clorfi3. GIN]
INFRSFI3 PRDMI SPRED?2

cCL2l CD2. CDSS CCR6

PRKCQ FOGR2A (FF3

PADIZ TRAFI1CS CD4o PTPRC IRFS

HIA-DRwd PTPN22 STAT: IL2RA REI PXK

SE allcles CTiAz INFAIP3 IL2RB BLK RBPJ
| | | | | |
| | | | I |

1978-1987 __ 2003-2005 2007 2008 2009 _2010

Figure 4 : Genes impliques dans la PR (Bax1997).
5.1.2.1. PTPN22 (Proteine tyrosinephosphatase non receptor 22 )
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Ce gene est localisé sur le chromosome 1913, codant pour une protéine Kinase
phosphate. Le role de cette phosphate est d’inhiber 1’activation des LB et LT, constituant ainsi
le deuxiéme facteur génétique le plus important, apres le systéme HLA, dans la prédisposition
alaPR (Lee 2011).

5.1.2.2. STAT4 (signal transducer and activator of transcription)

Le gene STAT4 joue un rble important dans la médiation des réponses lymphocytaires a
I’interleukine 12 et dans La différenciation des lymphocytes T auxiliaire (Lee 2011).

5.1.2.3. TRAF1/C5 (TNF receptor-associated factor 1/complement component 5)

Le TRAFL1 code pour un récepteur du TNF tandis que le C5 code pour une protéine du
systeme du complément, sont également associé a une augmentation du risque de présenter
une PR (Chang 2008).

5.1.2.4. PAD (peptidyl-arginine déiminase)
Il joue un réle dans la citrullination des résidus arginine (Suzuki 2003).
5.2. Facteurs environnementaux

Les variations de prévalence de la PR entre les différentes zones géographiques

suggerent la présence de facteurs environnementaux (Oliver 2006).
5.2.1. Le tabagisme

Le tabagisme a ét¢ décrit en tant que facteur de risque de la PR a la fin de I’année 1980 ;
de nombreuses études ont révélés que les fumeurs porteurs du locus HLA DR4 sont plus
exposés a la maladie, ce qui montre que le tabagisme pourrait favoriser des réactions

immunitaires spécifiques (fig. 5) (lain 2011).

La cigarette est un mélange complexe de composants ; le tétra-chlorodibenzo-P-dioxine
(TCDD), augmente la sécrétion d’IL 1, IL 6 et IL 8 en se liant au récepteur aryl-

hydrocarbone, et favorise I’inflammation.

11



Par ailleurs il a été démontré que les fumeurs portant les alleles HLA-DR1 présentent
un risque supérieur de production des facteurs rhumatoides (FR) et des anti-citrullinated
peptide /protéine antibodies (ACPA) par

augmentation de la citrullination des peptides du soi par 1’augmentation de I’expression
des PAD (enzyme responsable de cette modification) (Makrygiannakis 2008).

Immune response develops Pathological inflammatory response
- > | >
T
Humoral Synovial inflammation Bone and cartilage
immunity destruction

ACPA

_— T
Genes and Complications
environmental Comorbidities
factors " /
Time

MHCclass Il
S\ ( P TR

Immune
complex
formation

Activated Tcells  Activated B cells

Activated
macrophages

Figure 5 : tabac et citrullination (lain 2011).
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5.2.2. Les agents infectieux

Les mycobactéries, 1’Escherichia coli, le virus d’Epstein Barr (EBV) et certains
rétrovirus pourraient initier la maladie par un mécanisme de similitude antigénique. Ainsi, il
existe une homologie de séquence entre "I’épitope partagé” et la protéine DNA-J d’E. Coli ou
une protéine du virus EBV. Ce mimétisme moléculaire pourrait expliquer le développement
d’une immunité croisée. Des antigénes endogénes ont également été suspectés : collagene de

type I, glycoprotéine 39 du cartilage, facteur rhumatoide (Tobon 2009, Husson 2003).
5.3. Les facteurs hormonaux

La nette prédominance féminine, la survenue fréquente en période péri-ménopausique,
la rémission de la maladie durant la grossesse et les poussées au décours de
I’accouchement et 1’allaitement; sont des arguments qui montrent une implication hormonale

dans la pathogénie de la PR.

La prise de contraceptifs oestro-progestatifs oraux diminue la sévérité de la maladie

sans en diminuer 1’incidence. Chez les hommes, on peut associer PR et hypo androgénie.

Il existe au cours de la PR une dysregulation hypotalamo hypophyso-surrénalienne, les
taux de base du cortisol sont normaux, mais certains auteurs ont montre que la réponse
Cortisonique au stress était insuffisante. Le rythme circadien de la prolactine serait également
modifié. Les femmes ayant allaite ont un risque accru de développer une forme sévere de la
maladie (Morand 2001).

Certaines hormones modulent la réponse immunologique. Ainsi la prolactine et les
cestrogenes stimulent le systéme immunitaire, 1’équilibre étant maintenu par 1’effet inhibiteur

de I’axe corticotrope et de la testostérone (Masi, 2000).

Il existe une étroite interaction entre le systtme endocrinien et le systtme immunitaire.
Il est donc possible que ces facteurs hormonaux facilitent le passage de la PR de la phase

d’initiation a la phase inflammatoire (Husson 2003).
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5.4. Les facteurs psychologiques

Il n’y a pas de terrain particulier favorisant 1’éclosion de la maladie. Néanmoins, il n’est
pas rare de voir la maladie (ou simplement une poussée) apparaitre aprés un deuil, un
accident, c’est a dire un stress important. Ces notions sont importantes car elles peuvent
constituer des éléments de diagnostic devant I’apparition d’un rhumatisme inflammatoire.
Une évidence grandissante présume qu’une altération de la réponse au stress, et des
interactions entre le systeme neuroendocrine et le systeme immunitaire contribuent a la
pathogénie de la PR. En particulier, I’axe hypotalamo-hypophyso-surrénalien et le systéeme
nerveux autonome sont les plus concerneées. La faible expression des récepteurs
adrénergiques 2 sur les cellules lymphatiques dans une maladie rhumatismale telle que la
PR, ainsi qu’une altération de I’influence des catécholamines sur les fonctions immunitaires,
renforcent le concept d’une défaillance du systéme nerveux autonome chez ces patient.

(Wahle 2002).

5.5. Les facteurs immunologiques

La PR fait partie du groupe des maladies auto-immunes. Cela signifie qu’un
déréglement du systéme immunitaire du patient avec formation d’auto-anticorps, intervenant
dans 1’étiologie et la physiopathologie de la maladie. Le systéme immunitaire permet
normalement de reconnaitre les agents étrangers comme étant extérieurs a soi afin de les
éliminer et a I’inverse de reconnaitre ses propres organes et éléments constitutifs comme étant
les siens afin de les tolérer. Dans le cas de la PR, un déreglement du systeme Immunitaire fait
que les articulations du malade ne sont pas toujours reconnues comme étant Les siennes par
son systéme immunitaire. Ce dernier réagi alors contre elles comme s’ils s’agissaient d’agents
étrangers. (Baclé 2012).

6. Les anticorps anti-peptide cycliques citrullinés

Le diagnostic d’une PR a été révolutionnée par la découverte d’une famille d’auto-
anticorps appelés les auto-anticorps anti-peptides citrullinées (anti-CCP) suite au
développement d’une méthode pour leur détection utilisant des peptides citrullinés cycliques
("cyclic citrullinated peptides”, CCP), ils sont les plus spécifiques de la maladie (B.Comb,
2003).
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6.1. Historique

La découverte des anticorps Anti Peptide Citrulline (Anti CCP)

1964 : un groupe de chercheurs hollandais (Niehuis et Coll.), avait décrit des anticorps
(AC) tres spécifiques de la PR, les facteurs anti-périnucléaires (APF).

En 1979, un autre groupe d’anticorps spécifiques a la PR appelés anti kératines (AKA) a
été découvert par 1’équipe londonienne (Young et Coll.).

1998 : un groupe de chercheurs de nationalité francaise (GUY SERRE de Montpelier)
avait démontré que finalement 1’Ag cible de ces AC n’était pas la Kératine mais une autre
protéine qui permettait 1’agrégation des filaments de cytokératine « Filagrine » ; Au cours
de cette méme année le groupe de Gérard Schellekens des Pays-Bas a démontré que les
déterminants antigénique présent sur la filagrine et qui sont reconnus par les AC sont
constitués de résidus de Citrulline.

1999 : I’équipe de Walther J. van Venrooij a synthétisé plusieurs peptides dérivés d’une
séquence d’acide aminé (aa) particuliére de la filagrine humaine (séquence 306 — 324) et
possedant des degrés de citrullination différents.

2001 : la collaboration de ces deux derniéres équipes a aboutit a la sélection d’un peptide
cyclique pour produire un test Elisa anti protéine cyclique citrulliné de premiere
génération.

2002 : lancement d’un test Elisa de deuxiéme génération qui vise plusieurs peptides
citrullinés au lieu d’un seul plus spécifique et plus sensible que celui de la premiére
génération. (Humbel 2005).

6.2. La citrullination

La citrulline est un acide aminé ubiquiste chez les mammiferes, non essentiel; il n'est

pas géneré au cours de la synthése protéique classique par traduction d'un codon spécifique

mais peut étre fabriqué par I'organisme a partir d'autres acides aminés présents dans le corps.

La désamination ou citrullination est la modification post-traductionnelle la plus récemment

décrite. Elle consiste en la transformation de résidus peptidyl-arginyl, résidus d’arginine

engagée dans une liaison peptidique, en résidus peptidyl-citrullyl une réaction enzymatique

réalisée par des peptidylarginine-déiminases (PAD) (fig.6) (Foulquier 2007).
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Cette modification, qui entraine des changements dans la charge et le poids moléculaire, peut

jouer sur la conformation tridimensionnelle et I’immunogénicité des protéines.

Les PAD sont impliquées dans de nombreux mécanismes physiologiques et pathologiques
(Méchin 2011).

NH, NH,
{'I.Z = NH," PAD {'I.Z =0
I:IH +H,0 —> l'!IH + NH;
(CHy); Ca*  (CHy),
—NH—(;H—CO— —NH—('I.ZH—CO—
- résidu arginyl - - résidu citrullyl -
(groupe guanidino) (groupe uréido)

Figure 6 : Réaction de désamination ou citrullination (Foulquier 2007).
6.3. Les isotypes des PAD

Les PAD humaines sont exprimées dans la plupart des organes, bien que chaque isotype

présente un profil d’expression particulier (Méchin 2011).

* PADA4 (initialement nommée PADS5) est impliquée dans plusieurs mécanismes
physiologiques et physiopathologiques ; c’est la seule PAD a avoir une localisation
intranucléaire. Elle est largement exprimée dans les cellules hématopoiétiques et on la
retrouve dans la plupart des tissus sauf le muscle squelettique, la peau, le colon, le
cerveau. PADI1 et 3 sont présentes dans 1’épiderme, mais aussi le colon, le pancréas, le
poumon, les testicules, le thymus et le placenta.
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*  PAD2 est exprimée dans tous les tissus.

*  PADG6, d’expression restreinte principalement aux gonades, est nécessaire dés les

premiers stades du développement embryonnaire (Charpin 2011).

6.4. Citrullination et la polyarthrite rhumatoide

Les anti-CCP sont les auto-anticorps les plus spécifiques de la PR. Ils sont tres
certainement des acteurs-clés dans 1’auto-entretien de 1’inflammation, causant la destruction

articulaire (Charpin 2011).

La cible majeure des anti-CCP dans le tissu synovial des patients atteints de PR est la
fibrine citrullinée (chaines a et b) et la vimentine. Les épitopes citrullinés produits au sein de
I’articulation sont exposés par les alleles HLA associés a la PR (HLA DRB1*0401,
DRB1*0404, par exemple). Les complexes HLA-peptides citrullinés conduiraient a une
réponse immunitaire inappropriée, s’accompagnant d’inflammation chronique et de

destruction osseuse (Bessiere 2001).
6.5. Les cible des anti-CCP
* Les auto-anticorps anti-fibrine citrullinée

La fibrine est présente dans les articulations, c’est une protéine complexe issue de la
protéolyse du fibrinogéne. Il a été montré que la cible majeure des ACPA dans le tissu synovial
des patients atteints de PR est la fibrine (chaines a et b) citrullinée par les PAD (Bessiére
2001).
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La fibrine est donc un auto-antigene naturel de la PR. Deux épitopes au sein de la fibrine ont
été précisés par la suite. Il s’agit sur la chaine B de la région 60-74 (comprenant 3 citrullines
en position 60, 72 et 74), et sur la chaine A la région 36-50 (comprenant 2 citrullines en 38 et
42). La combinaison de ces épitopes identifie 100% des patients PR qui ont des anti-CCP
(Sebbag 2006).

*  Les auto-anticorps anti-vimentine citrullinée

La vimentine est une protéine humaine qui a été observee dans la synoviale des patients
atteints de PR. C’est un constituant des filaments intermédiaires du cytosquelette de tres
nombreuses cellules et qui est plus fortement exprimé dans les cellules mésenchymateuses
comme les cellules endothéliales, les fibroblastes, les chondrocytes et les macrophages. Il a
été montré ensuite que les auto-anticorps anti —vimentine citrullinés reconnaissent la

vimentine citrullinée (VVossenaar 2004).
7. Le facteur rhumatoide

Les FR sont des anticorps, le plus souvent IgM (immunoglobuline M) et parfois IgA,
IgG, IgD ou encore IgE. lls sont dirigés contre des immunoglobulines IgG humaines ou
animales (Myriam 2011).

Les FR sont synthétisés par les plasmocytes de la membrane synoviale. Physiologiquement,
ils sont soupgonnés de jouer des roles dans la régulation de la réponse immunitaire et dans

I’élimination des complexes immuns et des bactéries (Waaler 2007).

Dans le cadre de la PR, les FR sont surtout impliqués dans la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires et dans le développement de certaines manifestations extra-articulaires

notamment les vascularites rhumatoides (Baclé 2012).

Il est important de préciser que la détection des FR n’est pas synonyme de PR, ces
anticorps sont en effet présents dans de nombreuses pathologies et parfois méme chez des
sujets sains (spécificité de 65 a 85% environ). Leur taux évolue peu au cours de la PR
(Vittecoq 2003).
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7.1. Détection des FR

Les méthodes sérologiques classiques de détection des FR ne mettent pratiqguement en
évidence que les FR de type IgM, qui sont seuls agglutinants. La réaction de Waaler-Rose est
encore la plus utilisée. Elle est réalisée au moyen de globules rouges de mouton sensibilisés
par du sérum de lapin anti-globules rouges de mouton. En France, une variante de ce test

utilise des hématies humaines O rhésus négatif, sensibilisées par un sérum de lapin anti-

globules rouges humains O rhésus négatif (Valkenburg 1963).

Le test au latex de Singer et Plotz utilise des particules de polystyréne recouvertes

d'immunoglobulines humaines.

Enfin, il est possible de détecter le FR par ELISA, méthode trés sensible et qui peut
déterminer les difféerents isotypes (IgM, IgA, 1gG). Cette méthode est de plus en plus utilisee

(Baclé 2012).

19



8. Immunopathologie de la polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est un rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent.
Elle a des conséquences fonctionnelles importantes résultant de la destruction articulaire, elle
peut aussi étre responsable d’une mortalit¢ accrue, d’origine cardiovasculaire causée par
I’inflammation chronique. L’origine de cette maladie reste a ce jour inconnu malgré les
progrés énormes élaborés dans la compréhension de la physiopathologie de la PR (Fig.7)
(Baclé 2012, Strarnd 2007).

Articulation normale Polyarthrite rhumatoide

Cartilage et os altérés

membrane synoviale oemmmm—
=N B »’Jx\\_
P )) '
v'/.

Synoviale inflammée  Pannus
cartilage capsule

Figure 7 : Comparaison entre une articulation saine et une articulation atteinte
(Strarnd 2007).
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Quatre phases caractérisent I’ immunopathologie de la PR (fig.8) (Firestein 2002,
Firestein 2003)..

| Initiation | | Inflammation | | Destruction |
Activateurs de Antigénes
I'immunité innée articulaires (@ LB présentateur d'antigéne
Lésions ostéo- i
articulaires @ LTH1
Mas#ocy'i'a Ch4+

Formation du

Yk
pannus
Cellule Macrephage
dendritique D ©

FLS agressif
Ostéoclaste
Cytokines
Chémokines Présentation de l'antigéne Proté
Molécules d'adhésion Auto-anticorps IRk e
¢ ¢ Activation des ostéoclastes
Cytokines Prostoglandines
Protéases

Figure8 : Phases de la pathogénie de la PR (Firestein 2002, Firestein 2003).
8.1. Phase de déclanchement (phase d’initiation)

C’est une phase non spécifique vraisemblablement, commune a beaucoup de
rhumatismes inflammatoires et elle est totalement réversible. Le mécanisme d’initiation du

processus pathologique reste inconnu (Anderson 2000, Baclé 2012, Cofer 2011).

Les lymphocytes T CD4 (LT CD4) ainsi que les processus de I’'immunité innée seraient
grandement impliqués dans cette initiation. Un antigene est présenté aux LT CD4 via une
cellule présentatrice d’antigéne (CPA) en faisant intervenir le systtme HLA de classe I (DR4
ou DR1) situé sur sa membrane cellulaire. Le complexe ainsi formé (HLA- Antigéne LT)
serait alors I’initiateur de la pathogénie de la PR (Radideau 2010). Les LT ainsi actives, vont
alors inciter d’autres types cellulaires a produire I’interféron y (IFN y) et ’interleukine 2 (IL2)

renforcant la réponse immunitaire et amplifiant ainsi le phénomene inflammatoire.
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Les fibroblastes, les macrophages et les lymphocytes B, vont étre activés par I’IFN v et
I’IL 2, et seront par la suite a I’origine de la synthése de cytokines pro-inflammatoires. Cette
production de cytokines spécifiques initiera I’inflammation et, & plus ou moins long terme, la
dégradation de I’os et du cartilage. L’antigéne impliqué dans cette réaction reste encore a
découvrir. Son origine peut étre aussi bien endogéne qu’exogéne (Fig.9) (Radideau 2010,
Husson 2003).
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Figure 9: Reconnaissance de I’antigéne dans la pathogénie de la PR (Husson 2003).
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8.2. Phase de recrutement et d’inflammation

L’apparition de I’inflammation débute, dans la plupart des cas, avec I’apparition des
symptomes de la PR. Contrairement a 1’étape précédente, celle-ci est étroitement liée a
I’immunité acquise. Il existe trois événements importants qui expliquent le recrutement

cellulaire ainsi que 1’inflammation synoviale (Benhamou et Fautrel 2009) :

» la migration cellulaire du sang vers I’articulation (Fig.10) (Sany 2003).

Couche bordonte
de lo synavicle

"'H’ﬂz;' nes |

CD4s, CD2, CDS,
CD4, CDB,

= P, B2

3 ICAMT ICAMZ,
\ ICAM3, IFA3

&7 Fibrobloske @ N, @ ::::m
@ lymphocyeTouB @& Newwophie @ endothélicles

Figure 10: Migration cellulaire dans la PR (Sany 2003)

» Dinfiltrat des cellules de la synoviale (fig.11) (Husson 2003).
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e Entretien de l'activation des LT ~— —p des LB

Figure 11 : Acteurs et mécanisme cellulaire de la PR (Husson 2003)
e Lymphocytes T (LT)

La capacité des LT a activer les lymphocytes B ou les macrophages octroie a ces
cellules un rdle prépondérant dans I’étape d’initiation et de la migration cellulaire. Suite a
leurs propres activations, les LT déclenchent une cascade d’activation qui se déroule en deux

étapes :

*le premier signal : il s’agit de la présentation de I’antigéne par le systéme HLA de
classe 11 de la CPA et le récepteur du LT (TCR).

*le second signal : les LT interagissent via leur molécule CD28 avec celles B7 et CD40
du CPA.

e Lymphocytes B (LB)

Les lymphocytes B sont largement impliqués dans I’immunopathologie de la PR. Bien

que secondaire a I’activation induite par les LT, d’autres voies peuvent les activer :
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* 1% signal : Le lymphocyte B reconnait I’antigéne via son BCR (B Cell Receptor)

* 2°M€ sional : Le LB joue le role d’une CPA et interagit avec le LT en lui présentant
I’antigéne

* 3™ gignal : Indépendamment du premier signal, les LB sont activés via des
interleukines produites par les LTh2.

% 4°™ gignal : Co-stimulation des LB via diverses molécules issues de 1’immunité

innée comme les TLR (Toll Like Receptor) (fig.12) (Husson 2003, Wilfried 2014).
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BCR : recepteur i antigene du LB PRRs : pattem secogaition receptors
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Figure 12: Les différentes stimulations des lymphocytes (Husson 2003).
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e Cellules dendritiques
Les cellules dendritiques possedent des activités différentes selon leurs origines :

*Celles d’origine lymphoide sécrétent les interleukines 12 et engendrent une réponse

Immunitaire via les LTh1 .
*Celles d’origine my¢loide, sont impliquées dans la tolérance a 1’antigéne.

Les cellules dendritiques peuvent étre assimilées a des CPA, elles possedent a leur
surface des molécules de co-stimulation B7 pouvant induire le second signal d’activation des
LT (Husson 2003).

e Les polynucléaires neutrophiles (PN)

Les polynucléaires neutrophiles, plus présents dans la synovie que dans sa membrane,
sont impliqués dans I’immunopathologie des lésions du cartilage via des molécules qu’ils

produisent.

Les molécules qu’ils sécrétent ont un role pro-inflammatoire et se retrouvent en quantité
bien plus importante chez les personnes atteintes de la PR. Parmi ces molécules, on trouve :

-Des enzymes lysosomales, responsables de la dégradation du cartilage (élastase,
collagénases,...).

- La prostaglandine E2 ou PGE2.

-Le leucotriéne B4.

-Le PAF qui intervient dans I’activation des LT et la production des cytokines pro-
inflammatoires des macrophages.

- Le monoxyde d’azote (NO) qui favorise ’angiogenese et la perméabilité¢ des
membranes de ’endothélium. Parallélement, le NO renforce la sécrétion de d’IL-1 et de

TNFa (Wilfried 2014 ),
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le trouble de la régulation des cytokines

Les cytokines sont les messagers de la communication entre cellules et ont un role
primordial dans I’immunopathologie de la PR. Les patients atteints présentent un déséquilibre
entre les cytokines pro-inflammatoires et les cytokines anti-inflammatoires. Les cytokines
disposent de récepteurs solubles qui résultent d’un clivage du récepteur transmembranaire et
qui possedent la faculté d’inhiber leurs actions. Dans les cas de PR, les taux de ces récepteurs
solubles sont moindres et contribuent ainsi au déséquilibre des cytokines. Ce déséquilibre est
accentué egalement par un exces de secrétion des cytokines Thl et un défaut des Th2. Cette
différence va stimuler les macrophages et ainsi créer une production massive de cytokine IL-1
et TNFa. Les roles des cytokines permettent de les classer selon 3 catégories : pro
inflammatoires, anti-inflammatoires et régulatrices. Nous détaillerons par la suite les

principales (Husson 2003).

e Lescytokines
De nombreuses études ont démontré 1I’implication de cytokines pro-inflammatoires dans la
physiopathologie de la PR. Parmi elles, I’IL-1, I’IL-6, I’IL-17, le TNF-o et le VEGF
jouent un role clé¢ dans I’inflammation du tissu synovial, la destruction du cartilage et du
tissu osseux, la survenue d’effets systémiques tels la production de CRP, I’accélération de
la VS, la survenue d’une anémie inflammatoire, la survenue de maladies cardio-
vasculaires, la survenue d’une ostéoporose, la fatigue ou la dépression. Les principaux
effets de ces cytokines sont résumes ci-dessous (Choy 2012).
e TNF-a. :
* Effets locaux
- Synthése de métalloprotéases matricielles (MMP) et de cytokines.
- Diminution de la prolifération des fibroblastes synoviaux, synthese de collagéne.
- Augmentation des molécules d’adhésion des cellules endothéliales, production de
cytokines.
- Apoptose des lymphocytes T, régulation clonale.
- Activation des monocytes, production de cytokines, et de prostaglandines (PG).
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* Effets systémiques
Promotion de maladies cardio-vasculaires.
Dérégulation de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (fatigue, dépression).
Production de protéines de la phase aigiie de I’inflammation.
oIL-6:
*Effets locaux
Activation des ostéoclastes.
Formation du pannus synovial en favorisant la production de VEGF.
Recrutement de polynucléaires neutrophiles.
Prolifération des lymphocytes T et différentiation.
Prolifération des lymphocytes B et production d’auto-anticorps.
*Effets systémiques
Dérégulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire (fatigue, dépression).
Ostéoporose.
Promotion de maladies cardio-vasculaires.
Anémie.
Production de protéines de la phase aigiie de I’inflammation.
ofL-1:
* Effets locaux
Augmentation de la production de cytokines, chimiokines, MMP et PG par les
fibroblastes synoviaux.
Expression des molécules d’adhésion des cellules endothéliales.
Activation des osteoclastes.
Augmentation de la production de cytokines, dérivés oxygénés et PG par les
monocytes.
* Effets systémiques
Production de protéines de la phase aigiie de I’inflammation.
Dérégulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire (fatigue, dépression).

Promotion de maladies cardio-vasculaires.
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oIL-17:
- Facilitation de l’infiltration de lymphocytes T et activation.
- Recrutement des monocytes et des neutrophiles par production de chimiokines.
- Augmentation des cytokines produites par les fibroblastes synoviaux et relargage des
métalloprotéinase matricielle (MMP).
- Activité synergique avec I’IL-1B le INF-y et le TNF-a.
- Ostéoclastogénese et destruction du cartilage.
*VEGF:

Angiogenése permettant la formation du pannus synovial (Choy 2012).
8.3. Phase de prolifération synoviale (pannus) et des lésions articulaires

Contrairement a la phase d’initiation ou les lymphocytes T ont un rdle primordial, il
semblerait que cette phase inflammatoire soit indépendante des LT. Ces atteintes de 1’0s et du
cartilage sont principalement dues a la présence du pannus synovial et a ’action combinée

entre chondrocytes, ostéoclastes et métalloprotéases (Myriam 2011, Wilfried 2014).

*Prolifération synoviale : Deux cellules sont impliquées dans 1’accroissement de la synovie :
les synoviocytes A (cellules dendritiques et macrophages) et B (fibroblastes). Encore mal
connue, cette prolifération auto-entretenue pourrait étre le résultat d’une activation de proto-

oncogenes. On constate €également une baisse de 1’apoptose qui renforce la prolifération.

*Formation du pannus : L’accumulation de synoviocytes (Macrophages, fibroblastes) et de
quelques ostéoclastes sur le cartilage via des molécules d’adhésion constitue le pannus
synovial. Les fibroblastes libérent métalloprotéases (collagénases, gélatinases) et causent les

Iésions cartilagineuses tandis que les macrophages, facilitent la progression du pannus.
8.4. Phase de réparation

L’organisme tente de compenser ces altérations, sous I’influence de certains facteurs de
croissance comme le TGF-B (tansforming growth factor). Ce dernier induit localement la

synthese de collagéne et de protéoglycanes par les chondrocytes.
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De plus, I’IL-10 et le systéme des TIMP (tissue inhibitor of metalloproteases) freinent
les dégradations ostéo-cartilagineuses en inhibant la libération de métalloprotéases mais leurs
effets sont

généralement insuffisants a compenser le processus de destruction (Baclé 2012, Husson
2003) (fig.13) (Benhamou et Fautrel 2009).

Récepteurs Toll like
Immuns complexes
Complément

Présentation antigénique
(antigénes articulaires : collagéne type 11,
protéoglycanes, CCP, etc.)

Th1i
B cell

(IL-2 et IFNYy)
Facteur rhumatoide

Mo
(Macrophage)

| Inflammation |

IL-1 et TNFa

| Recrutement

* K
HEV % ﬁyno ) Bl
Angiogénese \

VCAM-1, E-selectine PGE2, chimiokines, MMP,
RANKL, IL-17

Destruction articulaire | e
Ostéoclastes

Ly

v

*HEV : high endothelial veinule ; **Syno.F : synoviocytes fibroblastiques.

Figure 13 : les différentes phase de la pathogénie de la polyarthrite rhumatoide
(Benhamou et Fautrel 2009).
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9. Examens biologiques de la polyarthrite rhumatoide

Devant un tableau clinique évoquant une PR, certains examens biologiques doivent étre
systématiquement réalisés. Ils pourront alors apporter du poids en faveur du diagnostic d’une
PR ou au contraire d’une autre pathologie. Ainsi, il doit étre effectué un bilan sanguin,
certaines analyses immunologiques et un examen du liquide synovial. Ces variations
biologiques sont inconstantes surtout au début de la pathologie en effet, certains patients
présenteront tout au long du développement de leur maladie des bilans biologiques normaux.

9.1. Bilan sanguin
Ce bilan devra au minimum :

-rechercher I’existence d’un syndrome inflammatoire par mesure de la vitesse de

sédimentation (VS) et le dosage de la protéine C (CRP).
- rechercher une variation de la numération de la formule sanguine (NFS).
- rechercher une élévation des transaminases hépatiques.
9.2. Analyse immunologique

A la phase initiale de la PR, les analyses immunologiques n’apportent pas toujours les
résultats escomptés. En effet, les auto-anticorps recherchés (FR ANTI CCP) n’apparaissent

généralement qu’apres 6 mois a 1 an d’évolution de la maladie.
10. Intérét du diagnostic et pronostic des anti-CCP

Les anticorps anti-CCP sont présents dans le sérum des patients qui vont développer une
PR, souvent plusieurs années avant I’apparition du premier signe clinique, et les taux

augmentent au fur et a mesure que I’on se rapproche du début des symptomes.
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10.1. Intérét diagnostic

La spécificité des anticorps anti-CCP dans la PR est trés bonne, contrairement au FR, ce
qui est en fait un outil de diagnostic trés précieux. Cependant ils peuvent étre présents dans
d’autres situations, notamment des rhumatismes inflammatoires. Les valeurs diagnostiquées
des différents tests ont été établies a partir de séries de patients présentant des maladies. Les
ACPA sont détectables chez une proportion importante de patients & des stades tres précoces
de la maladie et souvent méme plusieurs années avant l'apparition des premiers signes
cliniques de PR. Leur grande spécificité ainsi que leur précocité d'apparition font de ces auto-
anticorps des outils majeurs pour le diagnostic de la PR (Dahlgvist 2003, Gaalen 2004,
Nielen 2004).

10.2. Intérét pronostic

Des études transversales ont permis d'établir des corrélations significatives entre la
présence et/ou le titre des ACPA et divers critéres cliniques, radiologiques ou biologiques
d’activité et/ou de sévérit¢ de la PR (nodules rhumatoides, CRP, complexes immuns
circulants, destructions articulaires...) (Vincent 1989, Paimela 1992). Des études
longitudinales plus récentes ont confirmé la valeur pronostique des ACPA et, en particulier,
leur corrélation avec I'érosion osseuse apres plusieurs annees d'évolution (Forslin 2001,
Meyer 2003; Vencovsky 2003).

La détection des ACPA présente donc un intérét clinique majeur, a la fois du fait de leur
valeur diagnostiquée, dés les stades précoces de PR, mais aussi de leur valeur pronostique,
permettant d'établir des stratégies thérapeutiques adaptées aux patients, dés les stades les plus

précoces de la maladie.
11. Traitement de la polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide nécessite une prise en charge pluridisciplinaire dont les

objectifs de la thérapeutique actuelle sont :

e lc contrdle de la douleur et de I’inflammation articulaire ;
e la prévention ou la limitation des Iésions structurales articulaires ;

¢ le maintien de la qualité de la vie, et de la fonction.
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Il existe plusieurs modalités de traitement :

e e traitement des symptdémes, comme la douleur, I'impotence fonctionnelle et les
gonflements ;
e |e traitement local au niveau des articulations ;

o le traitement de fond qui est utilisé pour agir sur la maladie.( Sany,1997).
11.1. Traitements symptomatiques

« Les antalgiques.

o Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

e Les corticoides

11.2. Traitements locaux

Leur objectif est d'agir directement sur l'articulation

e Les infiltrations de corticoides au sein de l'articulation ont une place prépondérante
pour agir directement au sein de 1’articulation.

e Les orthéses, qui immobilisent I’articulation.

e Les interventions chirurgicales telles que la synovectomie pour retirer la partie
enflammée et nettoyer les tendons ou l'arthrodese pour bloguer l'articulation dans une position
(ce qui supprime la douleur).

e La pose de protheses pour remplacer tout ou partie de I'articulation.( Sany,1997).

11.3. Traitements de fonds

Un traitement de fond (immunosuppresseurs, biothérapies,...) doit étre mis en ceuvre
précocement, dés que le diagnostic est posé, Il a pour but de retarder ou d'arréter son
évolution et surtout d'empécher la destruction du cartilage et des tendons. Il comprend
différents médicaments tels que le méthotrexate, le [éflunomide et la sulfalazine.
(Combe,2006)
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Les biothérapies

Les biothérapies agissent sur les cellules impliquées dans le déreglement immunitaire et
la destruction articulaire. Elles ont un effet plus rapide et plus efficace sur les symptdmes et
sur la prévention de la destruction articulaires quand ils sont pris en association avec le
méthotrexate que seuls (elles diminuent les défenses immunitaires et augmentent donc le

risque d'infection. Elles sont souvent associées a un autre traitement de fond) .( Masetk,2004)

*Les anti-TNF alpha font partie des biothérapies. lls s'opposent a l'action des TNF

alpha, des substances qui favorisent I'inflammation qui sont trop actives dans la PR :

- L’infliximab (Remicade®)
- L'Enbrel® (étanarcept)

- L'adalimumab (Humira®)

- Le certozulimab (Cimzia®)
- Le golimumab (Simponi®)
- Le tocilizumab

- Le rituximab (Mabthera®)

- L'abatacept ou Orancia
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1. Méthodologie
1.1.Etude épidémiologique

Notre étude épidémiologique et analytique a été réalisée au niveau de 1’Hopital Militaire
Régional Universitaire de Constantine, dans le laboratoire central «unité d’immunologie »,

pendant une période de 1 mois.

La population étudiée est composée de 349 sujets atteints de la PR, entre 2014 et 2015

et dont I’4ge varie entre 14 et 94 ans. Les parameétres ayant été pris en considération sont :
- I’age.
- le sexe.
- les signes cliniques.
- la positivité / négativité de 1’anti-CCP.
- I’incidence anti-CCP et FR.

1.2. La sérologie

Afin d’approfondir notre étude sur les anti-CCP et voir leur intérét dans le diagnostic
de la polyarthrite rhumatoide nous avons assisté au lancement de la technique ELISA. pour
cela nous avons pris 24 patients avec suspicion de la maladie sur une période qui s’étend de

janvier au mars 2016 , sur du sang préalablement recueilli.
Nos objectifs :

*Connaitre I’intérét de la recherche des anti-CCP dans le diagnostic de la polyarthrite

rhumatoide par la technique d’ELISA indirecte.

*comparaison entre 1’anti-CCP et le facteur rhumatoide (FR) sur le plan de I’affinité et
de la spécificité vis-a-vis de la PR.

1.2.1. Technique ELISA (Enzyme-Lnked Immunosorbent Assay)

35



La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une
technique immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction antigéne-
anticorps grace a une réaction colorée produite par I'action sur un substrat d'une enzyme

préalablement fixée a I'anticorps.

E U R O | M M U N [:.;bd;:m:.:nho.nlu )
ELISA Anti-CCP (

Test pour la détection in vitro VD) des aut

REFERENCE EA 1505-9601 G
POSITION

Le coffret EURO-IMMUN est un test de dosage immuno-enzymatique qui permet la
réalisation d’un dosage semi quantitatif ou qualitatif in vitro , pour la détection d’auto
anticorps humains de classe IgG dirigés contre 1’antigéne peptide cyclique citrulline (CCP) .
Ce kit a été spécialement développé pour le diagnostique de la PR.

Figure 14 : La barrette d’ELISA Anti CCP.
1.2.2 Principe

Les échantillons de sérum des patients sont dilués au 1/100 (sur EDTA, HEPARINE
OU CITRATE) ; Puis sont incubés dans des puits coatés avec les peptides cycliques
citrullinés synthétiques contenus dans quatre barrettes de microtitration (dans lesquels on a 8

puits par barrette).
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Dans le cas d’échantillon positif, les AC spécifique de la classe IgG (mais aussi IgM et
IgA) se fixent sur les sites antigéniques correspondants pour détecter les anticorps fixés. Une
seconde incubation est réalisée en utilisant un anticorps anti IgG humaine couplé a une
enzyme qui est la peroxydase (couleur verte), pour obtenir le conjugué enzymatique, qui est
capable de générer une réaction colorée par 1’ajout du TMB /H202 (incolore) ; et qui est

stoppé par 1’addition d’une solution d’arrét (acide sulfurique).

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration des anticorps contenus

dans les échantillons des patients.
1.2.3 Les dilutions
-Dilution des sérums 1/100

-Dilution des calibrateurs ¥4 (5,20, 100,200 microlitres)

-Dilution de la solution de lavage 1/9(20 réactif pour 180 diluants)

1.2.4. Mode opératoire

Pour la réalisation de ce dosage quantitatif, on incube les calibrateurs de 1 a 5 en plus
des contréles positifs, négatifs et les échantillons des patients. Pour que la fiabilité du dosage

ELISA soit améliorée on a dosé les calibrateurs 2 et 3 en double.
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Figure 15: Calibrateursde 1 a 5.

Figure 16:

Controles positif et négatif.
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Figure 17 : Les échantillons des 24 patients

16re étape :
*Incubation des échantillons :

On dépose 100 ul des calibrateurs de 1 a 5 des contrbles positifs et négatifs et les
échantillons dilués tous vortexés dans des puits individualisés de la microplaque selon le

protocole de pipetage.

Les dépdts ne doivent pas prendre plus de 15 mn.
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Figure 18: incubation des échantillons.
- On incube 60 mn a température ambiante (c.a.d. de +18 a 25 °C).
Lavage automatique :

- On lave les puits 3 fois avec 450 ul de tampon lavage par puits

- On laisse le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60 secondes par cycle de
lavage, ensuite on vide les puits. Apres le lavage on élimine minutieusement toute trace
de liquide dans la microplaque en la tapotant sur du papier absorbant face vers le bas

afin de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.

Figure 19: microplaque apreés le premier lavage.
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2¢me étape :

*0On dépose 100 ul de conjugué enzymatique (IgG humaine couplée a une peroxydase)

dans chaque puits de la microplaque et on incube pendant 30 mn a température ambiante.

Figure 20 : addition du conjugué enzymatique (IgG humaine couplée a une peroxydase).
Lavage

On vide les puits et on refait le méme lavage qu’on a effectué lors de la 1°™ étape.

3¢me étape :
*Incubation du substrat :

On dépose 100 ul de la solution chromogene / substrat dans chaque puits de la

microplaque. On incube 30 mn a température ambiante a ’abri de la lumiére directe du soleil.
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Figure 21 : solution chromogéne / substrat
*Arrét de la réaction :

On dépose 100 ul de la solution d’arrét dans chaque puits de la microplaque dans le
méme ordre avec la méme cadence que lors de I’étape de distribution de la solution de

chromogeéne/ substrat.
Lecture :

La mesure photométrique de 1’intensité de coloration doit étre faite a la longueur d’onde
(450 nm) avec une longueur d’onde de référence comprise entre 620 et 640 nm, dans les 30

minutes qui suivent I’arrét de la réaction.

Avant de mesurer on agite soigneusement la microplaque pour assurer une bonne
homogénéisation de la distribution de la solution d’arrét. Puis on dépose la microplaque sur le

spectrophotometre qui est branché a un systeme informatisé .
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Figure 22 : spectrophotometre
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Reésultats et discussion



1. Epidémiologie
1.1. La répartition des patients selon la tranche d’age
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Tranches d'age

Nombre de malades

Figure 23 : Histogramme représentatif des différentes tranches d’age.

Notre population comprend 349 patients atteints de PR, avec un age qui varie entre 14
et 94 ans. On constate que la tranche d’age la plus touchée est celle située entre 34 et 54 ans
avec 45,85% (soit 160 cas), et la moyenne d’age est de 44 ans. Nos résultats sont en accord
avec I’¢tude d’Alamanos et al (2004), alors que Mansouri (2013) a constaté que 1’age moyen
est de 49,36 ans.

1.2. La répartition des patients selon le sexe

B Femme B Homme

Figure 24: La répartition des patients selon le sexe.
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L’analyse de nos résultats montre une large prédominance féminine avec un
pourcentage de 81%. Cette prédominance peut étre expliquée par la relation étroite entre le
systeme immunitaire et le systeme neuroendocrinien, un dysfonctionnement des axes
hormonaux régulateurs existant chez les patients polyarthritiques. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Margarita (2014) et Richard (2011) qui ont constaté aussi une prédominance

féminine avec un pourcentage de 84%.

1.3 La répartition des patients selon le service

Chart Title
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Figure 25 : la répartition des patients selon le service

Sur les 349 patients, 267 étaient des externes non hospitalisés, 32 étaient en service de
rhumatologie et 39 en service de médecine interne, représentaient des polyarthralgies et des

manifestations extrarticulaires.
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14 Sianes cliniaiies

Raideur

cervicale, lombalgie, cervicalgie
33 Casde PR

Arthrose 12%
1%

O

Asthénie

1%
1%
Syndrome de Raynaud
3%
Syndrame sec (syndrome de 2

gourgent-sjiogren)
6%

Erythéme noueux -
2%

Monoarthrite
2%

Lupus érythémateux dissémingé

Polyarthrite destructive et Polyarthrite des grosses et petites
déformante Rhumatisme articulaire articulations
2% 3% 6%

Figure 26 : Répartition des patients selon les signes cliniques.

Selon la figure 17, la polyarthralgie chronique est le principal motif de consultation avec
27%. Les douleurs et le gonflement articulaire occupent le second rang avec 16%, alors que
les manifestations polyarticulaires ont intéresse les mains, les chevilles, les poignets et les

genoux avec 15 %, il s’agit donc d’une atteinte bilatérale et le plus souvent symétrique.
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1.5. Positivité et négativité des anti-CCP

Chart Title
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Figure 27 : états des patients

Parmi les 349 patients, 232 était seulement suspectés d’étre atteints de polyarthrite
rhumatoide car le plus souvent ils présentaient des signes cliniques significatif de la PR
comme les douleurs et le gonflement articulaire, les raideurs matinales, alors que 83 patients
avaient été diagnostiqué pour une polyarthrite, confirmée ensuite par la positivité de la
recherche des anti-CCP. Le suivi concerne 33 patients et ils sont sous traitement avec un

control tout les 6 mois.

La recherche de I’anti-CCP a données les résultats suivant, 108 positifs avec un

pourcentage de 30,94%, et 241 négatifs avec un pourcentage de 69,05%.
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B Négatif

Figure 28 : les resultats de la recherche des anti-CCP.

1.6. Incidence anti-CCP et FR

Sur les 108 patients, un test d’hemmaglutination a été effectué afin de rechercher le

facteur rhumatoide (FR) pour voir s’il y a une corrélation entre 1’anti-CCP et ce dernier, or si

ces patients chez qui nous avons détecté des valeurs > 5 (anti-CCP positif) auraient aussi des

valeurs > 8 (FR positif).
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Figure 29 : P’incidence de I’anti ccp et du facteur rhumatoide.
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D’apres les résultats obtenus, on conclut que le facteur rhumatoide est un marqueur
biologique qui peut étre li¢ a d’autres maladies de type inflammatoire, il présente moins de
spécificité et moins d’affinité que les anti-CCP. Ces derniers permettent d’aider &
différencier la polyarthrite rhumatoide des autres maladies inflammatoire associé a des

arthrites, ce qui est compatible avec 1’étude de Tant et Steinfeld (2006).

2. Sérologie
2.1. Résultats de la coloration

Figure 30 : Résultat de la coloration

*La premiére barrette contient les control positif et négatif, les cing calibrateurs
*Les 3 autres barrettes contiennent les sérums des 24 patients

*L’intensité de la coloration signifie la positivité des anti-CCP, c’est-a-dire les 4 puits

colorés en jaune foncé confirment une forte concentration de ce marqueur.
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Résultats du test ELISA -

Tableau Il1: Résultats du test ELISA d’anti-CCP

PATIENTS ANTI-CCP
1 <5

2 <5

3 <5

4 <5

5 >300
6 <5

7 <5

8 134,76
9 2,92
10 <5
11 <5
12 <5
13 <5
14 1,45
15 <5
16 >300
17 1,50
18 <5
19 >300
20 1,65
21 1,60
22 1,74
23 4,04
24 4,40

Nos résultats déemontrent que seulement 4/ 24 patients ont des valeurs positifs ce qui
confirme le diagnostic de la PR, cela peut étre expliqué par la présence d’anticorps anti-
peptides cycliques citrullinés (anti-CCP), qui sont dirigés contre des isoformes citrullinées de
certains épitopes de la filaggrine. Leur présence est corrélée au degré d'activité de la maladie
et au développement d'érosions outres les 20 patients restant présentent des valeurs négatifs ce
qui signifie que ces derniers ne sont pas atteints de PR, cela implique la présence éventuelle

d’une autre maladie ou les anti-CCP ne sont pas spécifique.
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Résultat du spectrophotometre :

Figure 31 : Courbe de tendance exponentielle représentant la liaison entre la DO et la
[anti-CCP]

Ce graphe représente I’intensité de la liaison entre deux variables de valeurs croissantes

et qui sont : la densité optique et la concentration des anti-CCP.

Cette courbe montre une forte corrélation entre la concentration des anti-CCP et la
densité optique (la coloration) ; I’intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration en anti-CCP.
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Conclusion et perspectives



Conclusion

La polyarthrite rhumatoide est une pathologie chronique invalidante trés hétérogéne
responsable d’atteintes articulaires importantes amenant encore trop souvent a un handicap
fonctionnel. Elle est la forme la plus courante du rhumatisme inflammatoire chronique et elle

pose un réel probléme de santé publique.

L’intérét essentiel des marqueurs biologiques dans la PR réside dans leur présence a un
stade précoce de la maladie de maniere a pouvoir instaurer au plus vite un traitement efficace
pour bloquer 1’évolution de la maladie. Le marqueur biologique idéal devrait étre présent des
I’instauration des symptomes, avoir une sélectivité et une spécificité de 100 % et, pourquoi ne
pas, fluctuer en fonction de la maladie ou en réponse au traitement. La sensibilité est définie
comme la probabilité d’un test positif chez un patient qui présente la maladie, alors que la
spécificité est la probabilité d’un résultat négatif du test chez un patient qui ne présente pas la
maladie. Cependant, au plan clinique, les valeurs prédictives d’un test (positif ou négatif) sont

beaucoup plus importantes.

De nombreux arguments suggerent un rble important des ACPA dans la
physiopathologie de la PR. En effet, ils sont tres spécifiques de cette pathologie et ils sont
détectés dans le sérum des patients tres précocement. lls prennent une place primordiale dans

le diagnostic précoce d’une PR.

Vue les performances du test anti-CCP pour le diagnostic de la PR a tous les stades
d’évolution de la maladie par rapport aux facteurs rhumatoide ,il apparait donc
incompréhensible que ce marquer n’ait pas été intégré plus tot parmi les critéres de

classification (critere de I’ American College of Rheumatology (ACR)) de cette maladie.

Pourquoi ne pas proposer les anti-CCP comme teste de dépistage pour les familles des

patients en particulier et la population en général .
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Resumes



Résumé

Nous avons réalisé une étude rétrospective et prospective afin de voir I’apport de 1’anti-CCP
dans le diagnostic de la PR.

Notre étude épidémiologique comporte 349 patients, dont 1’age varie de 14 a 94 ans, avec une
moyenne de 44 ans (45,85%) et la prédominance féminine a été remarquée avec 81%.

Selon nos résultats, la polyarthralgie est considérée comme principal motif de consultation
(27%).

La sérologie, portée sur 24 patients, nous a permis d’étudier le taux de spécificité et de
sensibilité des anti CCP dans le diagnostic de la polyarthrite rhumatoide et son incidence avec
le facteur rhumatoide afin d’établir une comparaison entre ces deux marqueurs biologique.

La positivité ou la négativité de 1’analyse de 1’anti-CCP, dont 108 sont positif (30,94%), et
241 sont négatif (69,05%). L’incidence de 1’anti-CCP et le facteur rhumatoide (FR) dans la
PR nous a confirmé que le facteur rhumatoide n’était pas toujours le signe prédictif de la
maladie.

La recherche des anticorps anti-CCP semble étre, pour le clinicien, une aide dans le
diagnostic sans doute largement supérieure a celle qu’apportent les facteurs
rhumatoides, au vue de I’ensemble des résultats obtenus.
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Abstract

We have realised a retrospective and a prospective study in order to evaluate the anti-CCP
antibodies for diagnosis of rhumatoid arthritis .

Our epidemiological study includes 349 patients, whose age varied between 14 and 94 years
old, with a mean age of 44 years old (45,85%), and the female predominance has been noticed
at 81%.

According to our results, polyarthralgia is considered to be the main cause of consultation
(27%).

Serology, established on 24 patients, allowed us to study the rate of anti-CCP antibodies
specificity and sensitivity in the diagnosis of rhumatoid arthritis, and its relation with
rhumatoid factor to establish a comparison between these two biological markers.

Positivity or negativity of anti-CCP antibodies analysis, 108 among patients were positif
(30,94%), and 241 were negatif (69,05%).the incidence of anti-CCP antibodies and rhumatoid
factor in rhumatoid arthritis has confirmed to us that the presence rhumatoid factor was not
always predictive signs of the disease.

The research on anti-CCP antibodies seems to be ,very helpful for the clinician, without a
doubt in the diagnosis more than the rhumatoid factor , in view of all the results obtained.
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