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INTRODUCTION

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune chronique, fréquente, touchant
essentiellement I'adulte jeune de sexe féminin. Elle est caractérisée par une atteinte de la

synovial, de gravité trés variable avec destruction articulaire.

La PR est une maladie qui évolue par des poussés / rémissions. Qui ménent a une
destruction articulaire, provoquant ainsi une déformation de ces derniers, avec une perte de

fonction importante, a I'origine d’une altération de la qualité de vie.

Les mécanismes immunopathologiques sont complexes et font intervenir a la fois I'immunité
innée, mais aussi 'immunité acquise avec comme principaux acteurs les cellules présentant
I'antigéne, les LT et LB. De facon schématique, 'immunopathologie de la PR peut étre divisée
en trois phases distinctes : une phase de déclenchement ; une phase d’inflammation de la
membrane synoviale et une phase de destruction articulaire secondaire a I'action de
cytokines mais aussi a la prolifération pseudo-tumorale des synoviocytes par défaut

d’apoptose.

La meilleure compréhension des mécanismes physiopathologique a permis de développer
des traitements ciblés, efficaces pour controler l'inflammation, ainsi que de prévenir la
destruction ostéo-cartilagineuse qui en fait toute la gravité. Selon les nouvelles
recommandations de la Ligue européenne contre le rhumatisme (EULAR) de 2010 pour la
prise en charge de la PR, qui peut se faire avec des molécules synthétiques et biologiques

(biothérapie) a activité antirhumatismale.

La PR est une maladie multifactorielle, relevant de facteurs psychologique, endocriniens,
environnementaux, génétiques et immunologique. Les facteurs génétiques représentent
I’élément constant avant et pendant I’évolution de la maladie. Parmi ces facteurs, impliqués
dans la genése de la maladie, on cite essentiellement le gene du CMH, et plus
particulierement les alléles HLA-DRB1 codant pour |'épitope partagé, tels que HLA-DRB1*04 ;

mais aussi certains polymorphisme des alléles du récepteur Fcy, ainsi que d’autres génes.



Les polymorphismes dans les récepteurs Fc gamma (FcyR) conduisent a une altération de
I'affinité de liaison des 1gG entre les allotypes des récepteurs et contribuent ainsi aux

différences dans les mécanismes de défense immunitaire.

L’objectif de notre étude est d’étudier le lien entre la PR et des polymorphismes intervenant
sur les génes des récepteurs pour la portion Fc des Ig (FcRs), en particulier les récepteurs
FcyRlla et FcyRllla dans la PR.

Dans un premier temps, nous présenterons brievement la PR ainsi que les hypotheses
concernant leurs mécanismes physiopathologiques.

Dans un deuxieme et dernier temps nous détaillerons la famille des récepteurs FcRs et en

particulier les récepteurs pour les IgG (FcyRs).
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I. La polyarthrite rhumatoide

1.1 Définition

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques. C’est une maladie auto-immune (MAI) caractérisé par une inflammation de la
synoviale, membrane qui recouvre la totalité des articulations, entrainant une polysynovite
(plusieurs articulations touchées), qui touche d’'une maniére bilatérale et symétrique les
articulations périphériques des membres : mains, poignets, pieds et chevilles. Celles-ci
deviennent douloureuses, tuméfiées, enflammées et progressivement, a la suite d’une
évolution par poussées ou d’un seul tenant, s’enraidissent, et se déforment, et conduit
jusqu’a la destruction des os et du cartilage (1; 2). En conséquence, une atteinte
fonctionnelle qui entraine chez 55% des cas une impotence fonctionnelle parfois majeure

(3).

.2 Epidémiologie

La PR est une pathologie hétérogéne dans sa présentation et sa répartition géographique. Sa
prévalence et son incidence a travers le monde, malgré différents registres, sont peu

documentées.(4 ; 5).

1.2.1 Age et sexe

La PR survient aussi bien chez le sujet agé que chez I'enfant mais I’age moyen de début est
voisin de 45 ans avec une incidence maximale entre 40 et 60 ans. Elle est quatre fois plus
fréquente chez la femme que chez I'homme (6), ce sexe ratio tend a s'équilibrer lorsque
I'apparition de la maladie est tardive (aprés 60 ans). (7) ; sa concordance (proportion de
second jumeau atteint quand le premier est malade), chez les jumeaux monozygotes est de

15 a 30 % et chez les jumeaux dizygotes de 5 a 10% (8).

.2.2  La prévalence

La prévalence de la PR Dans les pays d’Europe occidentale est compris entre 0,2% et 0,8% de
la population (9; 10; 11) Ainsi, dans la population Nord-Américaine la prévalence médiane

est de 0,5 a 1,0 % (12). En revanche, des exceptions notables existent chez certaines
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populations Indiennes natives d’Amérique du Nord, présentant une forte prévalence qui
varie de 5.3% a 6.3% de la population (13). Les taux de prévalence de la PR publiés dans les
pays d'Afrique subsaharienne varient de 0,05% a 0,9%, avec une prévalence plus élevée dans
les populations urbaines que dans les populations rurales (14; 15; 16; 17). De faibles
prévalences ont été signalées en Chine (13) et au Japon (entre 0.6 et 1 %) qui se rapproche

des taux Européens et des USA (18).

.2.3 Incidence

L'incidence moyenne annuelle de la PR observée dans les pays de I'Europe du Sud est de
16,5 cas pour 10 cas. Pour la population Européenne et Nord-Américaine l'incidence
moyenne est estimée entre 25 et 50. |l existe une différence significative entre les pays de
I'Europe du Nord et du Sud dans la population d'hommes uniquement. Les pays de |I'Europe
du Sud ont une incidence et une prévalence plus faible que les pays de I'Europe du Nord et
I'Amérique du Nord, mais cette différence reste non significative dans la population des
femmes. Ce manque de significativité peut étre lié au nombre limité d'études réalisées en

Europe du Sud. En outre, plusieurs études portent sur une faible taille d'échantillon (19 ; 13).

1.2.4 Mortalité et survie dans la PR

Le taux de mortalité est plus élevé pour les patients atteints de PR que dans la
population générale. Le taux de mortalité varie largement entre les études réalisées : il est
élevé dans les études réalisées en milieu hospitalier et relativement faible dans les études
réalisées sur les populations. La survie des patients PR diminue de 3 a 10 ans en fonction de
la sévérité de la maladie et I'dge du déclenchement de la PR. Les causes de mortalité ne
different pas entre les patients PR et la population générale a laquelle ils appartiennent. La
conclusion est que la majorité des individus atteints meurent des mémes causes que la

population générale, mais a un age plus précoce (20; 21 ; 13).

En Algérie, La prévalence de la PR pour I'ensemble de la population algérienne a été estimée
a 0,15%. Elle est significativement plus élevée chez les femmes que chez les hommes
(0,25% vs 0,02%, p <0,001). La prévalence augmente avec l'dge, mais <0,50% pour tous les
ages. (22). L'age moyen de l'incidence de la PR est de 50,1 + 14,5 ans, et la durée moyenne
est de 8,4 + 7,8 ans. En termes de comorbidités 18,9% des patients ont rapporté une
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hypertension et 5,2% avaient un diabete. Toutefois, la PR semble étre moins agressif, avec

plus de formes oligoarthritiques, séronégatives dominantes (23).

1.3  Pathogeneése de la PR

I.3.1 Les facteurs favorisants

La PR est connu pour étre une maladie complexe et multifactorielle. Il existe de nombreuses
hypothéses étiologiques concernant la PR. Les facteurs de risques ne sont pas clairement
définis puisque la physiopathologie est relativement complexe. Néanmoins, certains on put
étre mise en évidence, notamment : les facteurs hormonaux, génétiques, environnementaux

et de connaissance plus récentes épigénétiques (24).

1.3.1.1 Les facteurs génétiques

¢ Héritabilité

L’héritabilité est la proportion de la variance phénotypique qui peut étre attribuée a la
variance génétique plutét qu’a la variance environnementale. L’ensemble de I’héritabilité de
la PR avec ACPA+ et ACPA- est similaire (60-70%) (25; 26). Il existe néanmoins une
controverse quant a la contribution du locus HLA dans la variabilité génétique.
Précédemment, la contribution du locus HLA a été estimée a 37% (27;28) alors que de
récentes études l'estiment a seulement 11% (29; 30). La différence entre ces deux
estimations peut étre due au fait que la susceptibilité de la PR est aussi associée a des alleles
protecteurs en plus des alléles partagés (Shared Epitope, SE). De plus, la contribution du
locus HLA a la variabilité dans la PR ACPA+ est différente de celle dans la PR ACPA- (40% et

2% respectivement) (30).

¢ Approches des études génétiques

Analyses de liaison

Elles ont pour but d’identifier les régions génomiques contenant des genes de

prédisposition aux maladies en ciblant les individus apparentés. L'approche la plus
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communément utilisée, lorsqu’il n’y a pas d’a priori sur le mode de transmission d’'un ou de

plusieurs facteurs génétiques, est celle de I'étude des paires de germains atteints.

Plusieurs études de liaisons génétiques ont été menées pour la PR, dans différentes
populations (Européenne, Américaine et Japonaise). Le résultat le plus probant est la liaison
avec le chromosome 621 dans la région du locus HLA. Plusieurs autres liaisons ont été
suggérées dans des régions en dehors de celle de HLA, mais peu d’entre elles ont montré

une liaison significative ou ont été répliquées dans d’autres études (31; 32; 33).

Les régions identifiées étaient de grandes tailles, il a donc été nécessaire d’affiner la
cartographie en utilisant une densité plus élevé de marqueurs suivie d’'une approche "génes
candidats" afin de mettre en évidence le variant responsable de I’association avec ces
régions. Grace a cette approche, le géne PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase non-
receptor22) a été identifié dans la région 1p13 et est devenu le géne le mieux caractérisé

dans la PR, aprés le gene HLA-DRB1 (34).
L’approche géne candidat

Cette approche part du postulat qu’un géne est potentiellement impliqué dans la
pathogénicité de la maladie. Le géne candidat choisi est généralement analysé dans une
cohorte cas/contrbles. Les génotypes et les fréquences alléliques sont déterminés par
génotypage ou séquencage direct puis comparés entre les cas et les controles (35). Dans les
études d’association, I'objectif est de détecter si un marqueur génétique est impliqué dans la
susceptibilité de la maladie. Le design de I'étude est basé sur la sélection d’un set bien défini
d’individus atteints (les cas) et un groupe de contréles sains, tous les deux issus de la méme

population (36).

L'approche géne candidat est plus puissante que les analyses de liaisons génétiques
dans la détection des effets mineurs contribuant a la prédisposition de la maladie.
Néanmoins, pour avoir une étude avec des résultats probants, le design de I’étude doit étre
fait avec précaution pour ne pas avoir des associations faussement positives (37). Le choix
du gene candidat peut se faire selon son implication fonctionnelle dans les mécanismes
pathogéniques (géne candidat fonctionnel) et, ou bien en considérant sa localisation dans

une région génomique auparavant décrite dans les études de liaison (38).
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Un grand nombre de polymorphismes de genes impliqués dans la pathogénicité de la
PR a été investigué mais les résultats sont conflictuels, puisque peu d’entre eux ont été
répliqués (39). Tout de méme, plusieurs genes candidats ont été associés a la PR comme les

génes PTPN22, CTLA-4, PADI4 et MIF qui seront décrits par la suite.
Les analyses association génome entier (GWAS)

Les GWAS permettent d’investiguer les maladies fréquentes, en testant I’association
de variations génomiques fréquentes sur de grandes cohortes de cas/controles. Ces analyses
sont réalisées a l'aide de puces de génotypage. Plusieurs facteurs peuvent faire varier la
puissance des GWAS mais le plus déterminant reste la taille de I'échantillon utilisé. Malgré la
sensibilité des GWAS, il est également nécessaire de répliquer les résultats trouvés. Les
variantes associées avec le phénotype dans la population initiale et dans le set de réplication

sont considérés comme des facteurs de risque génétique.

Plus de 1200 GWAS ont été réalisées avec succes sur plus de 200 traits complexes en
identifiant des milliers de loci associés (35). Dans la PR, les GWAS réalisées ont été mises en
ceuvre pour détecter des associations avec des variantes fréquentes dans la population avec
une fréquence de l'alléle mineur (minor allele frequency, MAF) supérieure a 5%. La plupart
des variantes identifiés a ce jour par les GWAS dans la PR n'expliquent qu'une modeste
partie de la composante génétique avec un Odds Ratio (OR) maximal de 1.5 ou moins (40;
41). Actuellement, la centaine de variantes génétiques associés a la PR n'explique

gu'environ 16% de sa composante génétique (41; 42 ; 43).

¢ Le géne HLA-DR

C'est au cours des années 1970 (44) que le locus HLA a été associé a la PR pour la
premiere fois. Les analyses génétiques qui ont suivi ont permis d'affirmer que le locus HLA
est le facteur génétique a risque le plus prédominant, son implication ayant été estimée a
environ 30% dans la composante génétique (28) puis corrigé a 11% (29; 30). Les alleles du
géne HLA-DRBI1 associés a la PR codent pour la séquence SE dans la troisieme région
hypervariable de la chaine DRB1 (27). Les motifs d'acides aminés du SE, QKRAA, QQRAA et
KKRAA, sont connus pour étre associés a la susceptibilité de la PR, alors que le motif DERAA

est par contre responsable d'un effet protecteur.
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Dans la population caucasienne, la PR est plus particulierement associée aux alleles
HLA-DRB1*04:01, DRB1*04:04 et DRB1*01:01. L'analyse d'une cohorte de 91 paires de
jumeaux monozygotiques a montré une concordance accrue pour la PR observée dans les
paires présentant les alleles SE. De plus, un risque 5 fois plus élevé pour la PR a été observé
chez les jumeaux homozygotes pour les alleles SE comparés a ceux négatifs pour les alléles
SE (45). Une exploration faite sur I'association des facteurs génétiques avec les auto-
anticorps a montré que les alleles SE n’étaient pas associés au FR, la différence de
pourcentage entre les patients FR-positifs et FR-négatifs n’étant pas significative (46). Cette
méme étude a démontré une association significative entre la présence des ACPA et les
alléles SE, a I'état hétérozygote comme a I'état homozygote. Ceci est confirmé par un autre
travail plus récent qui détaille la titration des ACPA en fonction du nombre de copies de

Ialléle SE (47).

En 2012, une étude a démontré, en reprenant les données de la GWAS de 2010 (41),
gue le risque de PR associé au géne HLA-DRB1 était fortement corrélé avec le résidu acide
aminé a la position 11 localisé en dessous du sillon de fixation de I'antigéene DRB1. Les acides
aminés 71 et 74 de la chaine latérale constituant la surface du sillon de fixation de I'antigene
sont également associés avec la PR. De plus, cette étude a trouvé des alléles a risque
indépendants dans les genes HLA-B et HLA-DPB1 et dans les deux cas, les signaux de ces
deux régions étaient expliqués par une variation d’un seul acide aminé situé en dessous du
sillon de fixation de l'antigene respectif. Il existe donc des variantes génétiques dans HLA-B,
HLA-DRB1 et HLA-DPB1 affectant en total 5 positions d'acides aminés et qui expliquent
presque la totalité de variance du risque associé a la PR causé par la région du CMH (Figure

1) (48).
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Figure 1. Sillon de fixation des antigénes et la substitution des acides aminés de HLA et leur

influence sur la susceptibilité de la PR.

a) Modéles en trois dimensions pour la molécule du CMH de classe | (HLA-B) et de classe Il (HLA-DRB1 et HLA-
DPB1. b) Odds Ration des associations avec la PR en fonction des acides aminés a la position 11, 71, 74, et 9

pour les deux régions (DRB1 et DPB1 (d’apres Viatte, Plant et al. 2013).

¢ Legéne PTPN22

C’est en 2004 gu’une association significative entre le gene PTPN22 et la PR a été
démontrée (34). Ce gene code pour une phosphatase qui inhibe la voie de signalisation des
TCRs en déphosphorylant les kinases de la famille Src, comme Lck ou Fyn, bien gu'il soit
évident que l'allele a risque affecte l'activité enzymatique de la phosphatase (49). Le
polymorphisme en question est de type SNP (rs24766601), et modifie la séquence protéique
Argb620 en Trp620. L’équipe de Begovich et collaborateurs en 2004, a décrit une association
de la PR avec l'alléle mineur T (OR=1,65; IC [1,23-2,20]). De plus les génotypes (TT et TC),

induits par le polymorphisme, conferent un risque pour la maladie plus élevé que le
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génotype CC. Une relation entre les variantes alléliques de PTPN22 et les auto-anticorps a
été décrite dans une étude menée par Orozco et son équipe en 2007, et qui a montré que
I'allele T, combiné a la présence des ACPA, était significativement associé au développement
de la PR (OR de 10,06 ; IC [1,88 ; 53,73]). Ce résultat reflete la haute spécificité de I'alleéle T,
combiné aux ACPA, pour la PR, suggérant que le variant allélique T pourrait influencer le

devenir de la maladie en influengant la production des ACPA (50).

Par ailleurs, l'influence de ce polymorphisme sur la réponse immunitaire reste
controversée puisque en 2005 un gain de fonction a été décrit (51), alors que les études
fonctionnelles réalisées par la suite étaient en contradiction. En effet, en 2011, Zhang et
collaborateurs ont observé que le I'allele T du SNP rs24766601 était un alléle de perte de
fonction qui induit la déstabilisation de la protéine PTPN22, le méme résultat a été observé
avec son homologue chez la souris (52). Le variant de la phosphatase devient alors la cible de
dégradation par les protéases calpaines et par ubiquitination via le protéasome, ce qui a
pour effet I'augmentation, I'activation et la sélection positive des LTs, mais également les
cellules dendritiques et des LBs. En 2012, PTPN22 a été associé au développement dans le
thymus des Treg (53; 54) et ainsi qu'a d'autres mécanismes moléculaire comme le

déséquilibre dans I'expression des variantes transcrits de PTPN22 (55).

¢ Les autres facteurs de risque génétique mineurs

D’autres loci de susceptibilité dans la PR ont été identifiés, par exemple, des variantes
du géne CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4), ou encore dans les séquences
des chaines alpha et beta du récepteur de l'interleukine 2 (IL2) (56). Une GWAS réalisée en
2010, regroupant les résultats de plusieurs études d’associations, a mis en évidence
I'association de sept nouveaux loci avec la PR, conduisant a plus de 30 alléles a risque
identifiés (41). La derniere GWAS en date est celle de 2014 qui a été réalisée avec de tres
grandes cohortes (29 880 cas-index et 73 758 contrbles) et environ 4 millions de SNPs. Cette
étude a permis l'identification de 42 nouveaux loci de risques associés a la PR sur le génome
entier, ce qui améne le nombre total de loci a risque dans la PR a 101 dont 98 correspondent
a des génes candidats. Elle a démontré également que ces genes sont des cibles d'approches

thérapeutiques déja approuvés (43). Plusieurs des protéines de ces facteurs mineurs
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peuvent interagir ensemble (Figure 2), ce qui augmente la susceptibilité de la maladie (57;

58).

Figure 2: Réseau d'interaction entre les différentes variantes associées a la PR (48).

1.3.1.2 Les facteurs environnementaux

La prédisposition génétique ne peut pas tout expliquer et pour déclencher le conflit
immunologique responsable de la pathologie, un systeme immunitaire doit rencontrer un ou
plusieurs facteurs d’environnements. L'interface la plus adaptée pour une interaction étroite
entre le systeme immunitaire et les influences extérieures semblent étre les muqueuses.
Trois sites ont été particulierement associés au risque de développer une PR : le poumon, la
muqueuse buccale, et le tractus gastro-intestinal. L’hypothése actuelle repose sur
I'apparition d’un stress tissulaire responsable de modifications post-traductionnelles, et in

fine de la production d’auto-Acs par le systéme immunitaire chez les sujets prédisposés (24).

¢ Letabac

De nombreuses études épidémiologiques ont souligné le réle du tabac comme
principal facteur de risque environnemental dans la PR, méme si I'association semble plus
claire en Europe du Nord que dans d’autres zones. L'importance et la durée de I'exposition
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augmentent le risque, et, plus intéressant, ce risque ne diminue qu’apres 10 ans d’arrét
suggérant, plus qu’une toxicité, un désordre immunologique persistant (59). Toutefois, le
mécanisme responsable reste imparfaitement connu (60). L'exposition aux toxines
chimiques pourrait provoquer une réaction inflammatoire locale et favoriser I'expression de
la peptidylarginine deiminase (PAD), elles-mémes capable d’augmenter la citrullination des
protéines (61).

L’hypothése de la rencontre par un sujet prédisposé de facteurs d’environnement a
pris tout son sens avec ces découvertes. En effet, la citrullination en présence d’un stress
environnemental est ubiquitaire (60). L’analyse immuno-histologique de biopsies broncho-
alvéolaires montre des taux importants de protéines citrullinées au sein des macrophages
pulmonaires et une augmentation du nombre de protéines citrullinées dans le contexte
d’intoxication tabagique (62). En revanche, la production d’auto-Acs anti-peptides citrullinés
(ACPA pour anti-citrullinated peptide antibodies) ne se retrouvent que presque
exclusivement chez les sujets génétiquement prédisposés. D’ailleurs, le risque lié a
I'intoxication tabagique interagit de maniere synergique avec les alléles HLA a risque. Ainsi,
la présence de la séquence QKRAA augmente significativement le risque de développer une
PR (4 a 6 fois), mais son association avec une exposition au tabac I'augmente jusqu’a 20 a 40

fois (63).

¢ Les facteurs infectieux

Une bactérie en particulier est un bon candidat pour jouer un réle dans la

physiopathologie de la PR, il s’agit de Porphyromonas Gingivalis. Elle est a la fois

surreprésentée dans la flore bactérienne de la parodontite et utilisatrice d’'une PAD dans un
but énergétique. P. Gingivalis pourrait donc potentiellement citrullinées des peptides au sein
de la muqueuse orale, dans un contexte inflammatoire et ainsi favoriser la genése d’ACPA
(64). Plus récemment, il a été suggéré que P. Gingivalis et d’autres bactéries pourraient aussi

agir comme ligand du TLR2 (65).

Une autre étude a identifié A. Actinomycetemcomitans comme responsable d’une

hyper-citrullination par le biais d’une toxine, la leukotoxin A, via les PNN. Cette bactérie a été
détectée au sein du microbiote de la sphere orale des patients atteints de PR et pourrait agir

comme un trigger infectieux responsable du déclenchement de la PR (66).
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Dans le colon, I'espece Prevotella Copri est enrichie et les especes Bactéroides sont

diminuées chez les mémes patients atteints de PR récente (67). La surreprésentation de

Prevotella Copri n’est en revanche pas observée dans les PR plus anciennes ou d’autres

formes d’arthrite.
Le virus Epstein-Barr, la bactérie E. Coli et les mycobactéries ont été rapporté comme

étant des facteurs a risques dans la PR.

I.3.1.3 Facteurs hormonaux

Comme la PR touche plus de femmes que d'hommes, les études épidémiologiques se
sont intéressées a l'influence de la grossesse, de I'allaitement et des facteurs hormonaux
endogenes ou exogénes comme facteurs de risque dans la PR. Il a été démontré qu’au cours
de la grossesse, le risque de développer la maladie était faible alors que dans I'année qui suit
I'accouchement, le risque devient plus élevé (68). De plus, I'allaitement a été associé a un
risque 5 fois plus élevé dans la PR (69). Les facteurs hormonaux exogenes comme la pilule ou
les traitements de substitution ne modifient pas l'incidence de la PR mais semble retarder

son début et sa sévérité (70).
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Figure 3. Organisation temporelle des différents événements impliqués dans le
développement de la polyarthrite rhumatoide (24).

1.3.1.4 Facteurs épigénétiques

L'épigénétique correspond a I'étude de mécanismes moléculaires qui modulent
I'expression du patrimoine génétique en fonction du contexte, notamment
environnemental. Plusieurs mécanismes épigénétiques ont été identifiés dans Ia
physiopathologie de la PR, notamment la méthylation de I’ADN (souvent dans les régions
promotrices), la méthylation ou I'acétylation des histones et I'expression de micro-ARNs. Le
poids de I'épigénétique dans la physiopathologie de la PR a été récemment discuté dans une

revue narrative (71).
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1.3.2 Physiopathologie

La physiopathologie de la PR est un vaste sujet, mais beaucoup d’études ont montré
gue, au cours de la maladie, il y avait une anomalie dans le fonctionnement du systéme
immunitaire ce qui a permis de classer la PR comme maladie auto-immune. En effet, de
nombreux signes d’auto-réactivité avec production d’auto-Ac ont été décrits. Plusieurs
acteurs cellulaires de I'immunité innée et adaptative entrent en jeu et interagissent entre

eux et avec d’autres cellules de I'organisme pour arriver a la destruction articulaire.
La PR est caractérisé par plusieurs stades :

#+ Phase d’induction : activation du systéme immunitaire (Auto) conduisant a une
cascade inflammatoire.

+ Phase de recrutement cellulaire et d’inflammation ;

#+ Phase de prolifération synoviale ;

+ Et, enfin, phase de destruction des tissus ciblent entrainant des dommages

irréversibles sur les organes.

Ces différentes phases peuvent étre individualisées de maniere schématique, mais sont en

réalité tres intriquées (Figure 4) (72).
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Figure 4 : Différentes phases de la pathophysiologie de la polyarthrite rhumatoide (72).

1.3.2.1 Initiation de la réponse immunitaire en périphérie

Le point de départ de la réponse immunitaire au cours de la PR reste mal défini. Dans les
études récentes, I'hypothese d’une initiation de I'activation de I'immunité innée et
adaptative en périphérie (en dehors de I'articulation) a été avancée. Sous I'action de facteurs
de I'environnement tels que le tabac, les poussiéres de silice, de charbon de bois et les
infections ; les macrophages pulmonaires s’activent et entrainent I'apoptose de quelques

cellules avoisinantes ainsi que I'activation de la PAD.

Cette enzyme génere des néo antigenes a partir d’auto-antigenes en opérant des
modifications post transcriptionnelles des protéines qui consistent a changer leurs résidus
arginine en citrulline. Ces protéines citrullinées, reconnues comme non soi, sont captées par
les cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Leur apprétement et leur présentation aux
lymphocytes sont facilités par la présence d’un épitope partagé au niveau de la chaine B des
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molécules de classe Il du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Cet épitope est une
séquence d’acides aminés (QKRAA ou QRRAA ou RRRAA) codée par un des alleles HLA de
susceptibilité spécifiques de la PR (HLA DRB1*0401, HLA DRB1*0404, HLA-DRB1*0101,
DRB1*1402) décrits dans les populations européenne, nord-américaine et nord-africaine

(73 ; 74).

La CPA, devenue mature, active les LT et LB, entrainant la synthése des anticorps anti-CCP et
du facteur rhumatoide. Ceci explique la présence de ces anticorps tres t6t au cours de
I’évolution de la maladie avant méme les signes cliniques et permet un diagnostic précoce.
Les anti-CCP circulent et vont se localiser au niveau de I'articulation ou ils contribuent au

déclenchement de I'inflammation (75).

1.3.2.2 Développement de I'inflammation dans I'articulation :

¢ Initiation de l'inflammation :

Sous linfluence de facteurs de [I'environnement (ultraviolets, médicaments,
traumatismes et dérivés de I'oxygene, (« reactive oxygen species » ROS), certains auto-
antigenes (collagéne de type I, glycoprotéine 39 (GP39) du cartilage, immunoglobulines G
(IgG), fibrine) (76; 77) subissent une modification post transcriptionnelle et deviennent des
néo antigénes (78). Les anti-CCP, formés en périphérie, qui ont migré dans I'articulation,
reconnaissent et se lient a ces néo antigénes par mimétisme formant des complexes immuns
(79). Ces derniers, dont le fragment Fc de I'lg est libre, se fixent sur le récepteur du fragment
Fc des macrophages synoviaux et des polynucléaires neutrophiles (PNN). L’activation de ces
cellules induit une transduction des signaux a travers un ensemble de tyrosines kinases
(notamment Syk) et une sécrétion de cytokines (tumor necrosis factor a (TNFa), interleukine
1 (IL1), IL6), de chimioattractants et de métalloprotéinases (MMPs). Ces cytokines stimulent
I'angiogenese (80; 81) et augmentent |'expression des molécules d’adhérence cellulaire
(CAM) au niveau de I'endothélium vasculaire. Ceci permet le recrutement des cellules
immunitaires au niveau du site inflammatoire avec la formation de panus synovial : cellules

dendritiques, macrophages, lymphocytes T et B (82; 83).
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¢ Activation des cellules de 'immunité innée :

Les cellules dendritiques, les macrophages et les synoviocytes sont activés par
I'intermédiaire des récepteurs de I'immunité innée, les « toll like receptor » (TLR) qu’ils

portent a leur surface (84)

L’activation de ces TLR, dans la PR, est déclenchée par la liaison avec leurs ligands endogenes
appelés « damage-associated molecular patterns» (DAMPs) comme la protéine du choc
thermique (HSP), 'ADN et I’ARN. Les DAMPs sont générés par un stress oxydatif qui résulte
d’une rupture de I'équilibre entre la production des ROS et leur élimination par les
antioxydants comme les superoxydes dismutases (SOD) (85). La liaison des TLR aux DAMPs
entraine une transduction du signal médiée par quatre protéines adaptatrices, relayées
ensuite par plusieurs kinases (initiales et distales) et par trois facteurs de transcription :le
«nuclear factor kB » (NF-kB), I'« activator protein 1 » (AP1) et I'« interferon regulatory
factor» (IRF). Ces facteurs de transcription induisent la synthése des interférons (IFN), du
TNFa, des interleukines 1, 6, 10, 12 et de différentes chémokines par les cellules
dendritiques. L’activation des synoviocytes via leur TLR, aboutit a la synthése de I'lL1, de
I'IL6, de la prostaglandine PGE2 et des MMPs et celle des macrophages a I'lL1, I'IL6 et le
TNFa (86; 87) La fixation des cytokines a leurs récepteurs au niveau des cellules cibles de
I'articulation (macrophage, PNN, synoviocyte) déclenche une cascade de transduction du
signal selon quatre voies qui sont (88) : la voie des « mitogen activated protein kinases »
(MAPK surtout la p38MAPK)(89) la voie de la phosphoinositide (PI)-3 kinase, la voie de
«janus kinase/signal transducer and activator of transcription » (JAK/STAT) et la voie de
NFkB. Dans le cytoplasme, le facteur NF-kB inactif est lié a « inhibitor of NF-kB » (IkB). Sous
I'action d’IkB kinase (IKK), IkB se détache et NF-kB migre vers le noyau. Les cellules cibles
ainsi activées synthétisent des cytokines, des facteurs de croissance et des MMPs et

entretiennent par cette boucle I'inflammation (90; 91).

¢ Activation des cellules de 'immunité adaptative

L’activation des TLR permet aux cellules de I'immunité innée d’exercer pleinement leur
fonction de CPA. La cellule capte les néo antigénes (CCP), générés au niveau de |'articulation,
et les charges sur les molécules de classe Il du CMH. Ce chargement des CCP est facilité par

la présence de I'épitope partagé sur les molécules HLA DR. Le complexe CCP-CMH migre vers
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la membrane de la CPA pour étre présenté aux lymphocytes TCD4 (92). Cette interaction
entre la CPA et le lymphocyte a lieu, le plus souvent, dans les follicules lymphoides
ectopiques formés dans la synoviale. En effet, au cours de la PR, les lymphocytes peuvent se
regrouper en formations structurées appelées follicules a centre germinatif. Ces follicules,
comparables a ceux des ganglions, sont le siége d’'une intense prolifération et différenciation

des cellules B et T (93).
a) Activation des lymphocytes TCD4

Le signal 1 d’activation des lymphocytes TCD4 naifs est la liaison du complexe « récepteur T
de I'antigéne (TCR)-CD3 » des lymphocytes avec le complexe « molécule de classe Il du CMH
chargée des CCP ». Le signal 2 est donné par la liaison des molécules de costimulation
exprimées sur la cellule dendritique (CD80/86, CD40) et leurs ligands respectifs sur le

lymphocyte (CD28, CD40L) (94).

L’activation de ces molécules de surface du lymphocyte TCD4 aboutit a une transduction du
signal a travers un ensemble de tyrosines kinases : Lck, Fyn, et « {-associated protein of 70
kDa » (ZAP-70). Cette transduction du signal dans le lymphocyte TCD4 est entretenue et
amplifiée dans la PR par I'existence d’un allele de susceptibilité (620W) du gene PTNP22 qui
n’exerce pas l'inhibition régulatrice normale sur des tyrosines Lck, Zap70 et CD3T et
entretient I'activation des LT (95; 96; 97). Aprés son activation, le lymphocyte TCD4 se
différencie en I'une des trois sous-populations de T effecteurs (T helper (TH1), TH2, TH17) ou
en T régulateur (Treg) (98). La PR était connu pour étre une pathologie TH1 avec synthése
d’IFNy et inhibition des lymphocytes TH2. Plusieurs éléments ont permis de changer ce
concept : la quasi-absence d’INFy au niveau de la membrane synoviale des PR, l'inefficacité
des anticorps monoclonaux anti-INFy, la découverte du TH17 et la caractérisation des Treg.
Le concept actuel de la pathogénie de la PR est donc en faveur d’'une balance TH17/Treg et

non plus TH1/TH2 (99).

La différenciation du TCD4, en TH17 est induite par deux cytokines : le « transforming
growth factor B » (TGFB) et I'lL6. Le TH17 sécrete une cytokine pro-inflammatoire, I'lL17
(100) qui induit la sécrétion de différents facteurs selon les cellules : IL1, IL6, PGE2 et MMPs
par les synoviocytes et les chondrocytes, IL1, IL6 et TNFa par les macrophages et I'expression

de « receptor activator of NF-kB ligand » (RANKL) sur les ostéoblastes (101; 102). L'IL17
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intervient ainsi dans le recrutement et I'activation des cellules immunitaires (monocytes et
lymphocytes), dans I'angiogenése, dans la prolifération et I'inflammation de la membrane
synoviale, dans la résorption de I'os et dans la dégénérescence de la matrice extracellulaire
(103). Le deuxieme élément de la balance est le Treg qui exprime le CD25, le « forkhead box
P3 » (FoxP3), le CTLA-4, le récepteur du TNF (TNFR) et le récepteur de TGFB (TGFR). Au cours
de la PR, I'action suppressive des Treg sur I'activation et la prolifération des T effecteurs, des
B et des cellules dendritiques est déficiente. La présence d’un taux tres élevé de TNFa inhibe
Foxp3 et donc la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires (TGFB, 1L10), d’ou un
déséquilibre en faveur des cytokines pro-inflammatoires (104). Physiologiquement, les Treg
suppriment I'action des T effecteurs grace a la liaison de leur molécule CTLA4 aux molécules
CD80/86 de la cellule dendritique au lieu de la molécule CD28 (105). Au cours de la PR,
I'exces d’internalisation ou le défaut d’acheminement vers la membrane de la molécule
CTLA4 entrave |'action de Treg. De plus, les T effecteurs semblent résistants a la régulation
par les Treg (106; 107). Les Treg entrainent, dans les conditions normales, I'apoptose des
lymphocytes B et inhibent leur coopération avec les lymphocytes T. L’action défaillante des
Treg dans la PR induit un défaut d’apoptose, leve l'inhibition de la coopération avec les T et
par conséquent induit la survie des B autoréactifs. Les CPA, plus particulierement les cellules
dendritiques, dans I'articulation rhumatoide présentent une surexpression des molécules de
classe Il du CMH et des récepteurs des chémokines telles que CCR7 et sont donc maintenues
a I'état de cellules dendritiques immunogenes. Cette perturbation est due a la défaillance
des Treg qui, normalement, suppriment I’action des cellules dendritiques en les rendant

tolérogenes.

Physiologiquement, l'interaction du Treg avec la cellule dendritique se fait a travers les
liaisons de CTLA4 avec CD80-86 et du « glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor » GITR avec GITR ligand. Suite a cette interaction, la cellule dendritique augmente
la synthése interne de I'enzyme indoleamine dioxygenase (IDO) entrainant une diminution
du tryptophane du milieu et une augmentation de la kynurenine. Cet environnement
empéche l'activation des cellules dendritiques et les maintient a I'état tolérogene (IDO
négatif) ne pouvant pas stimuler les TCD4 naifs et les transformer en T effecteurs (108). Par

ailleurs, la privation en tryptophane et la présence de kynurenine stimulent la
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transformation des TCD4 naifs en Treg avec expression du récepteur de I'IL2 (CD25) et

I’'acquisition des fonctions suppressives (109; 110)
b) Activation des lymphocytes B

Le lymphocyte B joue plusieurs roles dans la PR : synthese et sécrétion d’auto-anticorps, CPA
et sécrétion de cytokines. Dans les follicules lymphoides ectopiques de la synoviale,
I'activation du lymphocyte B passe par la coopération avec le lymphocyte TCD4 (111). La
formation de ce conjugué B-T permet au lymphocyte B d’avancer dans le cycle cellulaire, de
se multiplier et de se différencier en plasmocyte sécréteur d’auto-anticorps (83). L'entretien
de cette population de lymphocytes B autoréactifs au cours de la PR est di a une
surproduction du « B-cell activation factor » (BAFF) et du « a proliferation-inducing ligand »
(APRIL) (112). BAFF et APRIL sont des cytokines de la famille des TNF, exprimées par les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les synoviocytes sous I'action des
IFNy, de I'lL10, du « granulocyte colony-stimulating factor » (G-CSF), du CD40L et des
peptidoglycanes. La liaison avec leurs ligands sur les lymphocytes B, « transmembrane
activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor » (TACI) et BAFF R, induit

une activation de la voie NF-Kb intracellulaire et un signal anti-apoptotique (113).

Une autre molécule importante sur le lymphocyte B est le CD20 exprimée sur les
lymphocytes pré B et les B matures. La molécule CD20, présente dans les radeaux lipidiques
de la membrane cellulaire, interviendrait aprés activation du récepteur B de I'antigéne (BCR),
en tant que canal calciqgue dans de nombreuses voies de signalisation mises en jeu dans la

prolifération, I'activation, la différenciation et I'apoptose du lymphocyte B(114).

L’activation des récepteurs de surface du lymphocyte B déclenche des voies de transduction
du signal qui sont initiées par les tyrosines kinases Syk et Src et qui aboutissent a I’activation
des facteurs de transcription NF-kB et AP1. Les lymphocytes B ainsi activés se transforment
en plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps anti-CCP. Ces anticorps, marqueurs spécifiques
de la PR, ont permis une classification de la PR en deux phénotypes cliniques : anti-CCP
positifs et anti-CCP négatifs. Les patients avec anti-CCP positifs présentent les facteurs
génétiques de susceptibilité, une maladie plus agressive avec des manifestations locales et

systémiques séveres (115).
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1.3.2.3 Destruction de I'articulation

La destruction du cartilage et I'érosion osseuse, caractéristiques de la PR, sont dues a
une attaque du cartilage par les MMPs et a un déséquilibre de la balance du remodelage
osseux. Dans l'articulation rhumatoide, sous l'action du TNFa, de I'lL6 et de I'IL17, les
synoviocytes sécretent les MMPs (MMP1 et MMP3) qui détruisent le cartilage. Les
synoviocytes de la couche superficielle bordante ont un caractéere particulierement agressif
et invasif qui leur permet de s’attacher fortement au cartilage et d’envahir profondément la
matrice extracellulaire. L’attachement solide au cartilage est di a l'augmentation de
I'expression des CAM (B intégrines : « very late antigen » VLA3, 4,5) induite par I'activation
des facteurs de transcription AP1 et NF-kB sous |’action des cytokines. Ces synoviocytes
présentent également une résistance a I'apoptose expliquée par une perte partielle de la
capacité de réponse aux stimuli pro-apoptotiques (Fas) et une augmentation des facteurs
anti-apoptotiques (116). L’érosion osseuse de la PR est due a une activation anormalement
entretenue des ostéoclastes. Sous I'action du « macrophage colonystimulating factor » (M-
CSF) et de I'activation de RANK, les pro-ostéoclastes dérivés des précurseurs myéloides
(monocytes/macrophages) se transforment en ostéoclastes. RANK est activé par sa liaison
avec son ligand RANKL soluble ou exprimé sur les synoviocytes, les ostéoblastes et les T
activés. La transduction du signal apreés liaison de RANKL a RANK emprunte les mémes voies

que les cytokines et aboutit aux facteurs de transcription : AP1, NF-kB.

Le mécanisme de régulation physiologique représenté par |'ostéoprotégérine (OPG),
compétiteur naturel de RANKL vis-a-vis de leur récepteur RANK, est dépassé au cours de la
PR : il y a un déséquilibre entre RANKL et OPG en faveur de RANKL qui est d( a la présence
des cytokines : IL1, IL17 et TNFa. La défaillance de cette régulation induit une activation

continue des ostéoclastes et une destruction osseuse (117).
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.3.2.4 La Phase de réparation :

Cette phase a lieu parallelement a la phase de destruction. Elle est responsable de la fibrose
articulaire mais ne compense pas le processus de destruction. Les facteurs de croissance et
le TGF B induisent la synthése de collagénes et de protéoglycanes par les chondrocytes.
Conjointement, les cytokines de type Th2 et notamment I'lL10 inhibent la libération par les
cellules synoviales de métalloprotéases de facon dose dépendante. L'IL10 induit également
la synthése d'inhibiteurs des métalloprotéases (TIMP). Enfin, les facteurs de croissance (EGF,
FGF, PDGF) favorisent la croissance des synoviocytes fibroblastiques conduisant a la

formation de tissu fibreux cicatriciel (118).

1.3.2.5 Production d’auto-anticorps

¢ Le facteur rhumatoide

Le FR a été décrit pour la premiére fois il y a environ 90 ans (119), depuis un grand
nombre d’études se sont intéressées a son incidence, sa nature et sa spécificité. L'anticorps
FR est présent chez environ 75% des patients, mais sa spécificité reste limitée puisqu’il est
également trouvé chez des patients avec d’autres maladies auto-immunes, des maladies
infectieuses et, avec une faible fréquence, dans la population saine (3 a 5%). Malgré sa faible
spécificité, le FR reste néanmoins utilisé partout dans le monde comme un marqueur de

diagnostic dans la PR. En effet, il figure dans la liste des critéres ACR pour la PR.
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Les FRs sont des Acs dirigés contre le fragment cristallisable de la molécule 1gG. lls
sont retrouvés dans tous les sous-groupes d’lg (IgE, IgM, IgA et I1gG). Le FR-IgG a une capacité
d’auto-fixation, ce qui induit la formation d’un large complexe immun qui active le systeme
immunitaire. La question de savoir si le FR fait partie des symptdmes de la PR reste encore
non élucidée bien qu’il soit retrouvé de facon significative chez les cas ayant une

inflammation agressive des articulations (120).

Le test de mise en évidence est réalisé dans les laboratoires cliniques par la technique
d’ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay). Certaines études suggérent que le taux
élevé d’IgA-FR est un parameétre de I'activité de la maladie (121; 122). La détermination en
routine combinant IgM-FR, 1gG-FR et IgA-FR est recommandée pour augmenter la sensibilité,

la spécificité du diagnostic et la valeur prédictive (123; 124).

¢ Les anticorps anti-CCP

Les ACPA ont initialement été identifiés dans les années 60 sous I'appellation d'anti
perinuclear factor (APF) comme étant des auto-anticorps spécifiques a la PR réagissant
contre les granules de keratohyaline qui sont agrégés dans la région péri-nucléaire des
cellules épithéliales buccale chez I'homme (125). En 1979, une nouvelle étude propose les
Acs anti-kératine (anti-keratin antibodies, AKA) comme étant d'autres auto-Acs spécifiques
de la PR (126). Ces deux auto-Acs tres spécifiques de la PR, sont suspectés d'étre le méme et
seul auto-Acs puisqu'ils ont tendance a étre détectés simultanément. En outre, malgré leurs
spécificités, ces deux auto-Acs ne sont pas cliniguement utilisés en routine car leur Ag était
encore inconnu et les techniques mis en place pour leur détection étaient difficiles a mettre

en ceuvre (127).

C'est en 1993 que I'Ag d'AKA a été mis en évidence pour la premiere fois en étant
reconnu chez 75% des patients PR. C'est une protéine de 40kDa isolée a partir des tissus de
la peau humaine et appelée filagrine (128). Il a été démontré par la suite qu'APF
reconnaissait aussi cette molécule avec la méme spécificité qu'AKA, puisque la molécule
cible d'APF reconnaissait le précurseur de la filagrine, la pro-filagrine (129). Une
désamination d'un résidu arginine en une citrulline a été mise en évidence dans les
molécules de la filagrine, cette réaction étant réalisée par I'enzyme PAD (Figure 7). Cette

citrulline s'est révélée étre tres importante dans la reconnaissance de |'épitope par les auto-
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Acs dans la PR (130). Le peptide cyclique citrulliné (cyclic citrullinated peptide, CCP) est une
molécule dans laquelle deux résidus Serine sont convertis en Cystéine, ce qui donne une
forme cyclique a la molécule grace a la création de ponts di-sulfures. Cette conformation est

retrouvée dans la majorité des épitopes de la filagrine (131).
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Figure 6: La réaction de citrullination (134).

La spécificité des ACPA/filagrine dans la PR est supérieure a 90% dans la plupart des
études, avec une sensibilité qui varie entre 33% et 87,2%. Cette différence pourrait souligner
une histoire génétique et raciale, ou tout simplement une différence dans les Ags ou les
techniques utilisées. Les anti-CCP ont été également décrits comme étant spécifiques
également a la PR débutante puisque 50 a 70% des patients avec une PR débutante sont
ACPA positifs (132; 133). Peu d'individus dans une population de contréles sains sont

positifs pour les anti-CCP (environ 2%) (134).

¢ Les autres auto-anticorps

En 1989, I'équipe de Hassfeld et collaborateurs a décrit un Ag de 33kDa reconnu par
le sérum de patients PR. Cet Ag correspond a RA33 dont les auto-Acs ont été détectés dans

le sérum de 36% des patients contre seulement 1% dans le sérum normal (135).

La protéine calpaine est retrouvée avec des taux élevés dans la synoviale lors de
I'inflammation et semble étre sécrétée par les cellules synoviales. Il a été suggéré que la
calpaine jouait un réle dans dégradation du cartilage dans la PR (136 ; 137). Des Acs anti-

calpastine, inhibiteurs de la calpaine, ont été détectés chez 45% des patients PR, mais
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également dans d’autres maladies auto-immunes (138; 139). Ces auto-Acs anti-calpastine

pourraient augmenter 'activité de la calpaine induisant la destruction du cartilage (137).

Les patients PR produisent plusieurs auto-Acs dirigés contre plusieurs auto-Ags, mais
la plupart d'entre eux sont non spécifiques a la PR. Ces Acs non spécifiques peuvent étre
dirigés contre une large variété de protéines du cartilage comme par exemple le collagene et
les fibronectines. Des Acs anti-phospholipides et anti-neutrophiles peuvent également étre

trouvés dans le sérum de patients PR (120).
1.4 Aspect clinique

La PR se manifeste par une polyarthrite bilatérale, symétrique et distale. Elle concerne en
général plus de 3 articulations, en particulier les poignets, les articulations métacarpo-
phalangiennes ou interphalangiennes proximales, et les métatarso-phalangiennes. Le patient
décrit des douleurs de rythme inflammatoire et I'examen objective une synovite
(gonflement articulaire). Les ténosynovite (extenseur ulnaire du carpe) et bursites

(olécranienne, achilléenne) sont fréquentes.

1.4.1 La polyarthrite rhumatoide débutante

La PR débute souvent de maniére insidieuse, les symptomes arrivent tres
progressivement, sur plusieurs semaines voire plusieurs mois, s'accompagnant parfois d'une
altération de I'état général mais qui reste le plus souvent modérée. Chez 55 a 65 % des cas,
les patients présentent une atteinte mono-articulaire et souvent accompagnés de
symptomes prodromiques, d’anorexie, de faiblesse ou de fatigue. En revanche, 8-15 % des
cas, la PR est aigué ou subaigué, avec une symptomatologie qui atteint son maximum en

qguelques jours (140 ; 141).

Dans la PR, la douleur est principalement nocturne, ce qui réveille le patient, et
s'estompe progressivement avec |'exercice, plus communément appelé dérouillage matinal
dont la durée est un indice de gravite de la maladie. Le patient se réveille avec les doigts dits
« en fuseau>. Ces phénomenes inflammatoires nocturnes auront un retentissement diurne

(73 ; 142).
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De maniére plus précise, la clinique tout comme la biologie, est différente selon le stade
de la PR. Pour une PR débutante, les signes sont globalement discrets. On observera une
oligoarthrite distale dans 70% des cas (142), qui est dite fixe et symétrique et décrite par une
synovite au niveau de l'articulation carpienne, métacarpo-phalangienne, inter phalangienne
proximale et puis au niveau de la gaine des tendons fléchisseurs et extenseurs des doigts

(ténosynovite dite crépitante).

Les douleurs seront inflammatoires, nocturnes, maximales au réveil avec un
enraidissement matinal mais diminuant, comme vu précédemment aprés un dérouillage
articulaire plus ou moins long. Une tuméfaction peut étre retrouvée. Dans 20% des cas, il

peut s'agir d'une polyarthrite aigue fébrile s'accompagnant d'une altération de |'état général.

Figure 7 : PR en phase de début.

1.4.2 La polyarthrite rhumatoide en phase d’état

¢ Les manifestations articulaires

Pour une PR dite en phase d'état, les manifestations articulaires montrent une évolution
par poussées ou dans 90% des cas, les mains sont touchées avec une déformation, une
amyotrophie et une ténosynovite. Une rupture de tendon, type tendon d'Achille sera
possible et sera trés difficile a prendre en charge et a réparer: dans ce cas, il est dit que Ia
ténosynovite est crépitante. Au niveau articulaire, il y a substitution du tissu détruit par un

tissu de granulation qui envahit toute |'articulation laissant apparaitre le pannus synovial.

A long terme, ce tissu de remplacement devient génant, entrainant généralement une

intervention chirurgicale par arthroscopie (142).
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Figure 8 : PR évoluée

L'apparition des lésions érosives articulaires caractéristiques, souvent apres quelques mois

de suivi, viendra confirmer le bien fondé du diagnostic.

Rappelons toutefois que I'absence de signes cliniques articulaires ne suffit pas pour autant a

éliminer le diagnostic de PR puisque certaines d’entre elles ont un début biologique pur.

¢ Manifestations extra-articulaire

Ces manifestations extra-articulaires mettent en jeu le pronostic vital du patient, et
participent considérablement a sa mortalité. Certaines manifestations extra-articulaires

doivent étre connues en raison de leur fréquence ou de leur gravité.( Tableau 1).
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Tableau 1. Principales manifestions extra-articulaire de la PR et leurs fréquences (143).

Liste des principales
manifestations extra-articulaires
de la polyarthrite rhumatoide

Ceeur et valsseanx

Péricardite 2 & 10 %o (40 %)*

Lésions valvulaires spécifiques 2 4 4%
Tendons Bloc auniculo-ventriculaire (rare)
Vasculante

Signes généraux

Fiévre, asthénie, ancrexie, amaigrssement

Ténosynovites trés fréquentes

Muscles Svsieme Nerveus

Amyotrophie secondaire a 1" atteinte articulaire

Weuropathie par compression juxta-articulaire ou cervicale
Neévntes ischémiques (vasculante) 1%

Amyotrophie secondaire i une névrite
Myosite
Myopathie d ongine médicamentense

Neévntes sensitives distales
Compression médullaire cervicale

Nodules rhumatoides sous-cutanés Oeil ) o

10a20% Syndrome de Gougerot-5j5gren secondaire 25 %
Sclénite 2a 5%

Syndrome de Gougerot-Sjigren Episclénte 2a 5%

15% Adénopathies

Poumons et plévre 20a30%

Pleurésie 2 3 4 % (40 %)* : Soali

S — P g
Dilatation des bronches 102 20% Splénomegalie
Fibrose mterstitielle diffuse 14 5% 6a7%

Nodules rhumatoides pulmonaires 1% Leuconeutropénie + uleéres de jambe = syndrome de Felty
Bronchiolite oblitérante . . ..
Syndrome de Caplan-Colinet Sﬁ-s_rﬂ_ne heanup olefique
Anémie quasi constante
Hypemplaquettose

Amvlose
Rénale de type AA 5 %

* Le pouncentoge entre parenthéses comespand aux séries autopsigues.

Les nodules rhumatoides représentent I'une des manifestations extra-articulaires les
plus fréquentes et apparaissent chez 10 a 30% des patients atteints de PR. Ils se développent
spontanément ou suite a de microtraumatismes et dans les PR anciennes. Les NR
s’observent principalement sur les sites péri-articulaires et les zones de pression : avant-
bras, coudes et tendon d’Achille. Ce sont de petits bosses durs, non douloureuses qui ne

réclament pas de traitement particulier dans la majorité des cas. (144)

Les vascularites correspondent a des inflammations de |la paroi des vaisseaux sanguins.
Au cours de la PR, elles peuvent toucher les vaisseaux de tout type et de toutes tailles. Les
causes exactes de leurs déclenchements demeurent inconnues mais elles semblent entres

autres liées a la présence de dépbts de complexes immuns dans la paroi des vaisseaux et a
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I'intervention d’anticorps dirigés contre les cellules endothéliales. Les vascularites liées a la
PR sont de natures variables, elles peuvent se manifester par des micro-infarctus péri-
unguéaux bénins, des rashs érythémateux voire méme des ulcérations cutanées séveres.

(145)
I.5 Critére diagnostic

La PR est une maladie hétérogene sur le plan de la présentation et de la sévérité. En
pratique la démarche diagnostic de la PR doit amener le praticien a remplir trois objectifs
majeurs :

- Reconnaitre un rhumatisme inflammatoire débutant pouvant correspondre a une PR.
- Eliminer un autre rhumatisme inflammatoire défini.
- Rechercher devant cette PR « probable » des éléments permettant de prédire I'évolution

vers une PR chronique destructive.

I1.5.1 Critéres de classification

L'un des défis actuels dans la prise en charge de la polyarthrite rhumatoide (PR) est de
poser le plus tot possible le diagnostic afin d’initier un traitement rapidement pour en
ralentir I'évolution (146). L'objectif principal des critéeres ACR/EULAR 2010 était de permettre
une classification précoce des patients atteints de PR. Des études évaluant des patients
atteints d’arthrite récente ne remplissant pas les criteres ACR 1987 au début mais les
remplissant durant le suivi (147). Les critéeres ACR/EULAR 2010 sont donc performants pour

la classification précoce des patients atteints de PR.

» Les critéres American College of Rheumatology 1987
Les criteres de classifications les plus anciens sont les criteres ACR (American College
of Rheumatology) 1987 révisés. lls utilisaient 7 items comprenant des éléments cliniques,
biologiques (la présence de FR) et radiologiques (radiographies standards). Il fallait 4 des 7

critéres pour valider le diagnostic (Annexe 1).

» Criteres ACR/EULAR2010
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Les criteres ACR 2010 sont aujourd’hui les plus utilisés. lls sont plus adaptés aux PR

débutantes. Cependant ils n’incluent pas les données du génotype HLA-DR, ni les techniques

radiologiques récentes (IRM et échographie)

Ces critéres incluent des éléments suivant:

Nombre et type (petits / grands) d'articulations avec gonflement douloureux

Sérologie (FR, ACPA)

Marqueurs de I'inflammation (CRP)

Durée d’évolution des symptémes (Tableau2)

Tableau 2. Critéres de classification ACR / EULAR 2010 pour la polyarthrite rhumatoide (RA)

(148)
Points 0 1 2 3 5
Atteinte < 1 |2-10 1-3 4-10 > 11
articulaire articulation (moyens a) | petites petites articulations
moyenne ou | grands articulations articulations (au moins 1
grosses joints petite
articulation)
Sérologie Négatif Un ou les|Un ou deux
FR et ACPA deux fortement
faiblement positifs
positifs
Phase aigué | Ordinaire Un ou les
CRP et VS deux
élevés
Durée des | <6 semaines | > 6
symptomes semaines

Le diagnostic de PR est considéré comme confirmé si le score total est de 6 points ou plus.

Toutefois la démonstration d'érosions typiques confirme la PR sans se référer aux autres

criteres.
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I.5.2 Tableau clinique

Comme évoqué précédemment, le tableau clinique 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. Pour rappel, les signes les plus fréquents sont les suivants :
e Douleurs inflammatoires a plusieurs articulations (arthralgies inflammatoires), avec
gonflement douloureux des articulations (arthrites).
e Enraidissement au matin accompagné d’un dérouillage progressif.
e Atténuation de la douleur induite par I'exercice et réapparition au repos.
e Atteinte des articulations bilatérale et symétrique (articulations épargnées : sacro-
iliaques, rachis dorsal et lombaire).
En accord avec les recommandations de I'HAS de 2007 (en cours de révision), les signes
suivants doivent également étre présents (HAS 2007) :
e Larigidité matinale doit étre supérieure a 30 minutes.
e |’arthrite doit toucher au moins 3 articulations.
e Ladurée d’évolution des symptdmes doit étre supérieure a 6 semaines.
e Une arthrite de la main au niveau du poignet ou des articulations des métacarpes
phalangiens et des inter-phalangiens proximaux.
e Une douleur ressentie a la pression des métatarses (pieds) et des phalanges.
e |’atteinte 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 a noter que
certaines PR débutent sans aucune altération articulaire et ne présentent qu’une initiation

purement biologique.

I.5.3 Examen biologiques

Paralléelement a un tableau clinique suggérant une PR, des examens biologiques sont
systématiquement effectués. Les résultats obtenus pourront ainsi influencer la prise de
décision sur le diagnostic. Précisons cependant, que les modifications biologiques ne sont
pas constantes, surtout au début de la maladie, et que certains malades peuvent présenter

un bilan biologique tout a fait normal.
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1.5.3.1 Bilan sanguin

L’'HAS recommande que le bilan sanguin comprenne (HAS 2007) :

e Larecherche de la présence d’un syndrome inflammatoire : vitesse de sédimentation

(VS), ou le dosage de la protéine C réactive (CRP)),

e L’examen de la numération de la formule sanguine (NFS),

e Larecherche d’une élévation des enzymes hépatiques.

Le tableau 3 résume les tests biologiques associés au suivie de la PR (1; 141 ; 149 ; 150).

Tableau 3. Tests de laboratoire dans la polyarthrite rhumatoide (141).

TEST DE
LABORATOIRE

COMMENTAIRES

CRP*

VSs*

Hémoglobine /
hématocrite*

Fonction
hépatique*

Plaquettes*

Nombre de

globules blancs*

Analyse des
urines

Typiguement augmenté en phase aigue; il est utile de mesurer périodiquement dans
|'évaluation de I'activité de la maladie, ainsi qui le suivi de son évolution. le taux de ces
marqueurs diminue en corrélation avec I'efficacité du traitement, en conséquence la
diminution de la valeur DAS

Souvent augmenté a> 30 mm par heure; il est utile de mesurer périodiquement dans
|'évaluation de I'activité de la maladie, ainsi peut étre utilisé pour suivre le cours de la
maladie

Légerement diminué anémie normochrome, peut également étre normocytaire ou
microcytaire

Normal ou légerement élevé, il est utile de mesurer périodiquement dans I'évaluation des
effets indésirables du traitement, donc le suivi thérapeutique

Habituellement augmenté

Peut étre augmenté. Diminué pourrait étre vu en poly auto-immunité avec LED

Une hématurie microscopique, une leucocyturie ou une protéinurie peuvent étre
présentes dans le LES

*Recommandé pour |'évaluation initiale de la PR, avec FR et ACPA.

1.5.3.2 Analyses immunologiques

Ainsi, afin de définir I'efficacité d’une analyse immunologique, un anticorps spécifique

de la maladie verra son utilité dans un diagnostic uniquement s’il est présent en grande
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guantité chez les malades, si sa sensibilité est importante. A 'inverse, un anticorps non

spécifique et présent chez tous les malades n’aura aucune utilité pour le diagnostic.

En ce qui concerne le diagnostic de la PR, L'HAS recommande devant une arthrite débutante
de demander au moins les FR (IgM ou néphélométrie) et les anticorps anti-CCP2 (www.has-
sante.fr). Les anti-CCP ont une sensibilité comparable a celle des FR mais une plus grande
spécificité (151 ; 152). Les ACAN sont souvent dosés pour le diagnostic différentiel avec le

lupus.
> FR

Au début de la PR la recherche des FR est souvent négative, et se positiverait
secondairement. Cependant, plusieurs études de cohortes mettent en évidence une
positivité élevée du FR deés le début de la maladie. La présence en stade précoce de FR a un

taux significatif est un élément de mauvais pronostic.

Chez certains le FR peut-étre présent dans le sérum sans aucune manifestation clinique
et ceci plusieurs année avant la manifestation de la PR, de méme chez les sujet qui ne
développe pas de PR. Il n’existe pas de corrélation entre le titre de FR est la sévérité de la
maladie, néanmoins les formes sévere se manifeste par des signes extra-articulaire sont
presque toujours séropositives. La présence de FR n’est donc ni indispensable ni suffisante

pour affirmer un diagnostic.
» Anti-CCP

Une exploration du taux d’anti ccp est également indispensable. En effet ceux-ci est tres
spécifique de PR on le trouve dans 36-57 % des PR ayant un FR positif (type IgM) et dans 6-
40% de PR séronégatives. Enfin comme pour le FR on a mis en évidence des anti-CCP dans le

sérum des patients des mois et méme des années avant le début de la PR (153).
> AAN

La recherche des AAN (anticorps anti-nucléaires) doit étre systématique devant une PR
débutante. Ces derniers sont positifs dans 15 a 30% des cas de PR et alors souvent a un taux

relativement faible. Les PR présentant des ACAN sont généralement séropositifs et
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s’accompagnent volontiers de manifestations extra-articulaires, en particulier un syndrome

de Gougerot-Sjogren.

Ces anticorps sont en fait recherchés non pas pour poser le diagnostic de la PR mais pour
éliminer celui d’'une maladie lupique. De plus lors d’'une maladie lupique, ils sont associes a

des anticorps anti-ADN natifs que I'on ne retrouve pas dans la PR

1.5.3.3 Le typage HLA classe l et Il

La PR est associer a certain alleles HLA DRB1*04 et HLA DRB1*01. Les alleles DR4 sont
présents chez environ 60% des patients et 20% des témoins, et les alléles DR1 chez environs
30% de malades et 20% des témoins. Du fait de ces trés fortes présentations dans la
population générale, la déterminations des génes HLA DRB1 n’a pas d’intérét dans le

diagnostic de la PR, mais a une valeur pronostic (154)

1.5.3.4 Examen du liquide synovial

L'examen du liquide synovial peut apporter des arguments dans le diagnostic. Au
cours de la PR, ce liquide synovial est inflammatoire et riche en polynucléaires neutrophiles.
En cas d’arthrite virale, il sera plus volontiers enrichi en lymphocytes. La biopsie de la
synoviale est un geste relativement simple qui sera effectué en cas de forme mono-

articulaire pour éliminer le diagnostic d’'une éventuelle arthrite infectieuse.

I.5.4 Examen radiologiques

La derniére composante du diagnostic d'une polyarthrite rhumatoide est la présence
de signes radiologiques. Pour cela, le rhumatologue prescrira des radiographies osseuses. Ce
sont des signes d’évolution de la maladie et leur présence en début de maladie signe une
maladie trés agressive. Ces examens rechercheront un cedéme des parties molles juxta-
articulaires et une déminéralisation apophysaire .Si la PR est déja évoluée, les radiographies
mettront en évidence des érosions caractéristiques et des pincements des interlignes
articulaires.

Un bilan radiographique normal ne permet pas d’écarter le diagnostic de PR. En cas de

doute, il est possible d’avoir recours a I'échographie articulaire ou a I'lRM qui sont plus
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onéreux mais surtout plus sensibles (notamment pour la mise en évidence des synovites et

ténosynovites).

1.6  Diagnostic différentiel

Un certain nombre de troubles peuvent ressembler étroitement a la polyarthrite

rhumatoide et doivent étre éliminés lorsque le diagnostic d'arthrite rhumatoide est posé.

Tableau 4. Diagnostic différentiel (155)
RS3PE :remittive symmetrical seronegative synovitis with pittig edema.

DIAGNOSTIC COMMENTAIRES
MAI LES, syndrome de Sjogre, sclérodermie
Fibromyalgie Evaluer les points de déclenchement et le contexte social
Hémochromatose Des études de fer et des changements de coloration de la peau peuvent

Endocardite infectieuse

Goutte polyarticulaire

Pseudopolyarthrite

rhizomélique

RS3PE

Sarcoidose

guider le diagnostic

Eliminer les murmures, la forte fievre et les antécédents d'usage de

drogues intraveineuses

Les articulations sont souvent érythémateuses; podagre couramment
trouvé; la goutte et la polyarthrite rhumatoide coexistent rarement,
mais la maladie de dépbét de pyrophosphate de calcium peut

accompagner la polyarthrite rhumatoide

Contrairement a la pseudopolyarthrite rhizomélique, la polyarthrite
rhumatoide ne présente que rarement des douleurs dans les

articulations proximales des extrémités.

Ressemble a une PR séronégative chez les personnes agées

Les granulomes sont susceptibles, tout comme les résultats

d'hypercalcémie et de film thoracique
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Spondylarthropathies
séronégatives, arthrite

réactionnelle

Maladie thyroidienne

Arthrite virale

Réticulohistiocytose

multicentrique

Tendance a étre plus asymétrique que RA.Plus communément
impliquer les articulations de la colonne vertébrale. Evaluer pour
I'histoire du psoriasis, les comorbidités de Reiter, la maladie
inflammatoire de l'intestin. L'arthrite réactive peut étre post-infectieuse,

sexuellement acquise ou liée a des troubles gastro-intestinaux

Envisager le niveau d'hormone stimulant la thyroide en fonction des

symptomes

Envisager le parvovirus, I'hépatite B et C, l'infection rubéoleuse ou la

vaccination

La prolifération systémique d'histiocytes multinucléés chargés de lipides
provoque un gonflement des petites articulations des mains et un profil
érosif caractéristique sur les radiographies. Une "chaine de perles"

typique peut étre vue autour de la cuticule chez certains patients

1.7  Evolution et pronostique de la PR

I.7.1 Evolution général et hétérogénéité de la PR

La PR une fois installée tend progressivement vers |'aggravation et I'extension des

atteintes articulaires. L’évolution de la maladie se fait par alternance de poussées évolutives

interrompues par des phases d’accalmies relatives, voire de rémission vraie. Les poussées

évolutives engendrent une atteinte des articulations jusqu’alors indemne, et la détérioration

des articulations déja atteintes. Le déclanchement de ces poussées est jusqu’alors incompris,

cependant il peut s’agir d’infection intercurrentes, de traumatismes, ou plus souvent de choc

ou de conflit psychologique.

Les modalités évolutives de la maladie peuvent étre regroupées en 3 catégories :

e Les formes monocycliques régresse complétement dpres une unigue poussée

(environ 20% des cas).

e |es formes progressives évoluant inexorablement vers un handicap majeur par des

poussées successives (environ 10% des cas).
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e les formes polycycliques qui sont les plus courantes et représentent prés de 70% des

cas.

L’évolution de la fréquence de la PR reste une donnée difficile a déterminer en
particulier de par I’hétérogénéité démographique et les changements constants d‘exposition
aux facteurs favorisants. Dans 20 a 30% des cas, la pathologie sera bénigne et d’évolution
favorable sans lésions radiographiques ni déformations. Dans ce cas, soit la maladie stagnera
dans un état proche de la rémission, soit il y aura persistance de l'inflammation mais
toujours sans destruction articulaire. A I'oppose 10 a 20% des patients présenteront une
forme sévere de PR avec destructions et déformations articulaires rapides, sources d’un
handicap fonctionnel important et / ou manifestations extra-articulaires mettant en jeu le
pronostic vital.

Des remissions sont fréquentes au cours de la PR. Elles surviennent surtout au début de
la maladie et peuvent durer quelques mois a quelques années. Selon les études, 10 a 25%
des patients au maximum entrent en rémission. lls n’ont plus de douleur, plus
d’inflammation articulaire, plus de perturbation biologique et leur maladie parait éteinte.
(147)

e Evolution de la PR encoure de grossesse

La grossesse est souvent associée a la rémission au cours du dernier trimestre. Plus des
trois quarts des patientes enceintes atteintes d'arthrite rhumatoide s'améliorent a partir du
premier ou du deuxieme trimestre. En revanche 90% d'entre elles présentent une reprise
évolutive en moyenne 6 semaines suivant I'accouchement, mais parfois trés précocement.

Le mécanisme proposé de cet effet protecteur pourrait étre di a I'expression de
cytokines suppressives telles que I'lL-10 pendant la grossesse ou a des altérations de
I'immunité a médiation cellulaire. Les femmes atteintes d'arthrite rhumatoide active ou
d'autres conditions inflammatoires peuvent avoir des enfants dont le poids a la naissance est

inférieur (156)

1.7.2 Pronostic de la PR

Définir le pronostic, en particulier les critéres de jugement de celui-ci, doit étre claire et
pertinente. Etablir le pronostic des l'installation de la maladie est une étape capitale qui a un

intérét évident et immédiat pour le choix du traitement (157). Les facteurs permettant
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d’évaluer le pronostic de la maladie doivent étre recherchés et identifiés le plus rapidement
possible. Ils sont d’ordre clinique, radiologique, biologique et génétique :
e Clinique

La maladie sera jugée de moins bon pronostic si elle se déclenche a un age avancé, chez une
femme, avec des manifestations extra-articulaires, suivant un début aigu et avec un nombre
élevé d’articulations douloureuses et enflées. Le nombre d’articulations touchées semblent
étre particulierement bien correle au pronostic de la PR. Un mauvais indice de qualité de vie
au début de la maladie est souvent corrélé avec un handicap fonctionnel a moyen ou long

terme. Les indices de qualité de vie comme le HAQ peuvent donc servir de facteur pronostic.

e Radiographique
L’existence d’érosions précoces est en faveur d’'une forme sévére de PR associée a des
destructions ostéocartilagineuses. A moyen terme ceci semble étre le meilleur marqueur

pronostic (142)

e Biologique
Une inflammation persistante et notamment un taux élevé de CRP est associée a un
caractére érosif ultérieur de la PR. Un important taux de FR dans le sérum dés le début de la
pathologie est aussi signe d’'une PR de mauvais pronostic. Les Ac anti-CCP semblent de la

méme facon de bons marqueurs pronostics (has-sante.fr).

e Génétique
La présence d’au moins un allele a risque HLA-DRB1*0401 ou HLA-DRB1*0404 est identifiée
dans 96% des PR séveres avec lésions articulaires importantes et / ou manifestations extra-

articulaires (158). Le typage génétique présente donc un intérét pronostic important.

Rappelons aussi que la précocité de la prise en charge thérapeutique est un élément
décisif de I’évolution de la pathologie et détermine grandement son pronostic a moyen ou

long terme (159).

1.8 Evaluation dela PR

L’évaluation de I'activité de la maladie et de la réponse au traitement avec un outil de

mesure objectif et standardisé est nécessaire afin de prédire au mieux son évolution et
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d’adapter sa prise en charge. A la différence de I’hypertension ou du diabeéte, I'activité de la
PR ne peut pas étre évaluée par un seul critere qu’il soit clinique ou biologique. C’est
pourquoi dans les années1990, des outils de mesure composites basés sur des éléments
cliniques et/ou biologiques ont été développés. Cette évaluation porte sur plusieurs indices
qui serviront au calcul de différents scores composites qui permettent d’objectiver et
guantifier une amélioration, une rémission ou au contraire une aggravation de I’état clinique
du patient, ainsi diminuer le risque d’erreur de mesure.

La conférence de consensus OMERACT (Outcome Measures in Rheumatoid Arthritis
Clinical Trials) en 1992 a permis de recenser les paramétres utilisés pour apprécier I'activité
de la PR et de recommander les plus pertinents en pratique courante (tableau 5). Notons
qgue la durée du dérouillage matinal et la présence ou I'absence de manifestations extra-
articulaires ne sont pas retenus mais présentent toujours des intéréts certains dans le suivi
de I'activité de la maladie.

Tableau 5. Classement et intérét des indices de mesure de I'activité de la PR selon la

conférence de consensus OMERACT (160).

Critéres a évaluer Intérét (noté sur 10)
1 | Nombre de synovites 9.1
2 | Impact fonctionnel 9.0
3 | Douleur 8.6
4 | Nombre d’articulations douloureuses 8.2
5 | Evaluation radiographique 8.1
6 | Appréciation globale du patient 8.0
7 | Protéines de I'inflammation 7.3
8 | Appréciation globales du médecin 4.3

1.8.1 Evaluations clinique et biologique

L'appréciation de l'activité de la maladie par le médecin doit se faire avant et

indépendamment de I'évaluation du patient.
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Figure 9. Représentation des 28 sites articulaires de 'EULAR intervenant dans le calcul du

score DAS 28 aussi dans I’évaluation du NAD et du NAG (indice de Ritchie)

L’analyse articulaire se fait sur 28 sites articulaires : 10 métacarpophalangiennes, 8
interphalangiennes proximales des mains, 2 interphalangiennes des pouce, 2 poignets, 2

genoux, 2 coudes, 2 épaules (3).

1.8.1.1 Indice articulaire de Ritchie

Il n"est presque plus employé. Il apprécie la douleur articulaire a la pression de 53 sites
articulaires. Un score est donné de « 0 » a « 3 » pour chaque articulation selon la réaction du
malade a la pression (0 = pas de douleur ; 1 = douleur a la pression ; 2 = douleur associée a
une grimace ; 3 = douleur avec mouvement de retrait).

1.8.1.2 NAD et NAG

En clinique courante, le NAD (nombre d’articulation douloureuse) est utilisé a la place de
I'indice de Ritchie, sur 53 sites articulaires le praticien détermine le NAD, ainsi que le nombre
d’articulation gonflées, ou nombre de synovite (NAG) sur 44 articulations
Pour simplifier, ces critéeres sont plus généralement établis sur les 28 sites retenus par
I'EULAR (figure 9). La notation est réduite a un systéme binaire, « 1 » s’il y a douleur pour le

NAD ou synovite pour le NAG, et « 0 » s’il y a absence de I'un ou l'autre.
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1.8.1.3 Appréciation de la douleur par le patient

La douleur globale du patient est mesurée par I'échelle visuelle analogique (EVA) ou
échelle de Hutchinson. Le patient doit évaluer sa douleur liée a la PR sur les 48 dernieres
heures et placer un curseur a I’endroit correspondant, sur une échelle graduée de 0 a 100 a

I’endroit correspondant.

0 100

Maladie inactive Maladie tres active

Figure 10. Echelle EVA évaluant la douleur du patient (161).

1.8.1.4 Evaluation du syndrome inflammatoire
Le syndrome inflammatoire est un excellent critére pour évaluer I'activité de la maladie.

Il repose essentiellement sur le dosage de CRP et la VS.

1.8.2 Scores composites

Les scores composites présentent les meilleurs moyens de mesures de la variation de
I'activité de la PR, tout en prenant en compte les parameétres vus précédemment.
Le score ACR est principalement utilisé au cours des essais clinique ou pour évaluer
I’efficacité du traitement. A l'inverse, le DAS et ses dérives qui correspondent aux critéres de

I'EULAR, sont utilisés trés couramment dans I’évaluation et le suivi clinique de la PR.

1.8.2.1 Le DAS-28

Le DAS mesure un score d’activité de la PR selon les critéres européens de I'EULAR. il est
établit avec les 28 sites articulaires de I'EULAR (figure 9). Le DAS-28 est un score composite a

4 variables décrites précédemment:

- Le nombre d’articulations douloureuses (NAD) sur 28.
- Le nombre de synovites (NAG) sur 28.
- L'appréciation globale du patient.

- La vitesse de sédimentation a la premiere heure.
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A partir de ces données, un calcul mathématique permet d’obtenir une valeur comprise

entre 0 et 10. Le calcul du DAS 28 se fait selon la formule suivante (http://www.das-score.nl/ ):

DAS 28 =[0,56 x V (nombre d’articulations douloureuses)] + [0,28 x V (nombre de synovites)] +
[0,7 x Ln (vitesse de sédimentation)] + [0,014 x (appréciations globales de la maladie par le
patient)

¢ Définition du niveau d’activité de la maladie avec le DAS 28

* PR de faible niveau d’activité : DAS 28 < 3,2
* PR active : DAS 28 > 3,2

¢ PR modérément active : 3,2 <DAS 28<5,1
® PR trés active : DAS 28 > 5,1

La réponse thérapeutique EULAR sur l'activité de la maladie, entre deux mesures selon

I’évolution du DAS 28 au cours d’une période, est qualifiée comme suit (tableau 6) :

Tableau 6. Mesure d’activité de la PR selon I’évolution du DAS-28

DAS 28 a jO+n jours Amélioration du DAS par rapport a jo

>1.2 >0.6 et<1.2 <0.6
<3.2 Bon répondeur Répondeur modéré Non répondeur
>3.2et<5.1 Répondeur modéré Répondeur modéré Non répondeur
>5.1 Répondeur modéré Non répondeur Non répondeur

L'intérét du DAS-28 est qu’il peut étre utilise comme critére d’évaluation de I'activité de la
maladie, comme critére de rémission mais aussi pour juger de I'efficacité d’un traitement.
Une nouvelle version du DAS-28 prenant en compte le dosage de la protéine C réactive a la
place de la vitesse de sédimentation a été proposé sous le nom de DAS-28 CRP (das-
score.nl).

1.8.2.2 Le SDAI et le CDAI

Le SDAI pour Simplified Disease Activity Index est un indice composite d’activité de la PR,

simplifié et destiné a la pratique clinique puisqu’ il ne dépend pas d’une formule
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mathématique complexe. En effet, il correspond a la somme des valeurs associées a chacun
des criteres pris en compte. Ces criteres sont les suivants :
- Le nombre de synovites sur 28.
- Le nombre d’articulations douloureuses sur 28.
- L"appréciation globale de I'activité par le patient de 0 a 10 sur une EVA.
- L’appréciation globale de I'activité par le médecin de 0 a 10 sur une EVA.
- Le dosage de la CRP en mg/dl.
Le CDAI ou Clinical Disease Activity Index est calculé de la méme maniére que le
SDAI a I'exception prés qu’il ne prend pas en compte |'évaluation biologique du syndrome
inflammatoire. L'avantage du CDAI est qu’il peut étre calcule rapidement sans avoir recourt

au dosage de la CRP.

1.8.3 Evaluation radiographique

Il existe des indices valides et fiables pour le suivi de la PR. Ce sont des scores
guantitatifs destinés a évaluer les destructions ostéocartilagineuses (érosions osseuses et

pincements articulaires). Ce sont principalement I'indice de Sharp. (Annexe 2)

1.8.4 Evaluation de la qualité de vie

L'appréciation de la qualité de vie a le grand intérét pour la santé physique, la santé
psychologique et également les activités sociales et domestiques reflétant I'insertion sociale.
Cette appréciation s’appuie sur la classification des stades des patients polyarthritiques
selon I'impotence fonctionnelle qu’entrainait leur maladie (tableau 7).

Le retentissement fonctionnel peut également étre évalué simplement en pratique,
surtout par le score Heath Assesment Questionnaire (HAQ) qui est des « auto-

guestionnaires » rempli par le patient (Annexe 3).
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Tableau 7. Classification fonctionnelle de Steinbrocker (www.rhumato.info).

Classes  Capacité fonctionnelle
| Capacité fonctionnelle compléte avec possibilité d’exercer

normalement la profession naturelle

1 Capacité fonctionnelle normale malgré le handicap de la

douleur et de la raideur d’une ou plusieurs articulations

1] Capacité fonctionnelle autorisant le sujet a effectuer seulement
une petite partie de ses occupations usuelles et de ses propres
soins

\} Infirmité importante : malade confiné au lit ou au fauteuil et ne

pouvant s’occuper de lui-méme ou ne le faisant qu’avec peine

1.9 Traitement

Durant cette derniere décennie, les stratégies thérapeutiques de la PR ont largement
changé et sont orientées selon trois axes : la réduction de l'inflammation, le ciblage
moléculaire spécifique a des mécanismes impliqués dans la pathogénicité et les traitements
personnalisés. Plusieurs études cliniques ont montré que le traitement précoce et agressif
avec les DMARDs conventionnels, comme le méthotrexate (MTX), les glucocorticoides et
autre anti-inflammatoires, peut étre efficace pour contréler I'activité inflammatoire et le

développement des érosions chez plusieurs patients (163 ; 164).

Avec le développement des biothérapies, le premier traitement ciblé a vu le jour en
1998 et est utilisé pour le blocage des cytokines de la famille du TNF. L'Etanercept, premier
inhibiteur du TNFa approuvé pour l'utilisation clinique, est une protéine de fusion
recombinante qui agit comme un récepteur soluble en fixant le TNF soluble, empéchant ainsi
sa fixation avec son récepteur. Il peut étre utilisé en monothérapie (162) ou combiné avec le
MTX (165), ce qui permet d’avoir un meilleur résultat qu’avec le MTX ou I'etanercept seuls

(166).
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Le succés de ce nouveau traitement a permis le développement de nouvelles
molécules qui ciblent plusieurs intervenants dans la réponse inflammatoire.
L'Adalimimab, I'Infleximab, le Golimumab et le Certolizumab ont également pour cible
thérapeutique le TNF. L’Anakinra cible I'IL1 alors que le Tocilizumab est spécifique pour I'IL6.
D’autres molécules ciblent des marqueurs cellulaires comme le CD20 des LB pour bloquer
I'activité de ces derniers (le Rituximab) ou les CD80/CD86 pour empécher la co-stimulation

des LT (Abatacept) (167 ; 168).

L’administration de ces traitements a révélé une grande variabilité de réponses chez
un pourcentage important de patients PR. Les causes biologiques de ces variations ne sont
pas encore identifiées, mais plusieurs hypothéses existent, comme la différence d’expression
des cytokines chez les patients (169). De récentes études ont montré que les patients ayant
une forte expression de TNFa répondaient mieux aux anti-TNFs (170), alors que les individus
avec un taux élevé d’ACPA ou de FR et une prolifération de LBs synoviaux étaient plus

réceptifs aux traitements ciblant les LBs.
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Les récepteurs pour le Fragment Fc des Ig

Les récepteurs pour le fragment cristallisable (Fc) des Ig sont des glycoprotéines présentes a
la surface des cellules immunitaires facilitant leur interaction avec les cellules effectrices du
systeme immunitaire. Ills appartiennent en majorité a la superfamille des immunoglobulines
et certains a la famille des lectines (171; 172). Alors que les fragments Fab des Ig sont
impliqués dans la spécificité de la réponse humorale, la partie Fc, par son interaction avec les
différents récepteurs a la surface des cellules va induire de nombreux évenements comme la
clairance de pathogenes ou de toxines, la dégradation des cellules cancéreuses et infectées
ainsi que la modulation de I'immunité innée ou adaptative. Les récepteurs sont classés selon
la spécificité isotypique de leur ligand. Ainsi les récepteurs sont nommeés FcyR, FcaR, FcuR et
FceR respectivement pour les récepteurs des I1gG, IgA, IgM, et IgE (Figure 12) (173). lls
peuvent étre membranaires ou solubles et jouent un role dans la régulation des différentes
réponses immunitaires cellulaires et humorales comme la phagocytose, la dégranulation,
I’ADCC, la régulation transcriptionnelle des cytokines et chemokines, I'activation des LB et la

clairance de ClI.

Dans ce chapitre, nous développerons surtout les récepteurs pour le Fc des 1gG (FcyRs) qui

font I'objet d’'une partie de notre travail.

°’TT'I"T°TT""T TTTITTI71T TTTITTTTITTITIITT
LU LU LI L LU
Feoo/ uR FcaRI FcyRI FcyRII FeyRIII FceR1 FeeRIT
(CD351) (CD89) (CDo64) (CD32) (CD16} (CD23)
IgM, IgA IgA IeG leG IgG gk IgE

Figure 11 : les récepteurs Fc d'aprés (178) modifié.
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1.1 Les caracteres générales des récepteurs pour le Fc des I1gG ou FcyR

Les FcyRs sont les récepteurs les plus importants de la famille des FcRs de part I'abondance
des 1gG qui représentent 75% des Ig sériques. Ce sont des récepteurs trés variés qui ont été
classés en fonction de leur structure, de leur affinité vis a vis des différentes sous classes
d’'lgG, de leur type de liaison ainsi que de leur fonction (activatrice ou inhibitrice) sur les

cellules a la surface desquelles ils sont fixés.
Deux groupes de récepteurs classiques pour les IgG ont été décrits (Figure 13).

e Les récepteurs de type | qui appartiennent a la super famille des Ig, ils sont
représentés par les récepteurs classiques FcyR comprenant les récepteurs activateurs
FcyRlI, FcyRlla, FeyRllc, FcyRllla, FcyRlllb et le récepteur inhibiteur FcyRIlb. Chacun de
ces récepteurs se lie au Fc prés de sa région charniére avec un ratio stoechiométrique

de 1/1 (récepteur/IgG).

e Les récepteurs de type Il appartiennent a la famille des récepteurs de type C lectine
et réunissent le CD209 (DC-SIGN) et le CD22. llIs se lient aux variants d’lgG anti-
inflammatoires riches en acide sialique. Ces récepteurs se fixent entre les domaines

CH2-CH3 du Fc dans un rapport de 2/1 (174).

A c6té de ces récepteurs classiques, il existe une famille de récepteurs non classiques et
récemment découverte il y a une dizaine d’années, les FcR like (FcRL). Ces récepteurs
appartiennent a la super famille des Ig. lls sont surtout exprimés sur les LB et auraient des
fonctions plutot répressives bien qu’ils possedent souvent les deux motifs ITAM et ITIM. Il
existe 8 genes différents codant pour les FcRL1 a 6, FcRLA et FcRLB. Leurs ligands ne sont pas
encore tous déterminés (IgG et IgA agrégées) de méme pour leur distribution et leurs
fonctions exactes sur la régulation des LB (175; 176). Nous ne développerons dans cette
introduction que la famille des récepteurs classiques de type | : les FcyRs qui font I'objet de

notre étude.
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Figure 12 : FcR de type | et de type Il (177).

Ce sont donc des glycoprotéines dont la portion extracellulaire est constituée d’une chaine
contenant deux a trois domaines d’'immunoglobulines, d’un domaine transmembranaire
indispensable au déplacement du récepteur et a son rapprochement des autres récepteurs
membranaires au sein des radeaux lipidiques de la membrane cellulaire et d’une partie
intracellulaire portée par la chaine ou une chaine y associée responsable de la transduction
du signal de I'activation des différentes voies de signalisation. Cette derniere partie contient

un motif ITAM ou ITIM qui détermine I'activité du récepteur (172) (Figure 14).

FoyRilib

SoOOOOOOOO0

Figure 13 : Fcy Récepteurs (179).

Fcy récepteurs a haute affinité FcyRl, et Fcy récepteurs a faible affinité ( FcyRIl et I11).
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11.1.1 Localisations génétiques et expression cellulaire des RFcy

Les 3 familles de FcyR sont codées par 8 genes distincts tous localisés sur le chromosome 1 :

» Les genes FCGR1A, FCGR1B et FCGR1C qui codent pour des récepteurs de haute
affinité appelés FcyRI (CD64).

» Les FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C codant pour les récepteurs de faible affinité appelés
FcyRIl (CD32).

» Les FCGR3A et FCGR3B codent pour les FcyRIIlI (CD16) (Figurel5).

FCGR1T FCRLT-FCRLS FCGR2A  FCGRIA FCGRIC FCGRI8 FCGR2B FCRLE |, FCAMR  FCER

| —— i — — -
204 7100 ko 20 ko 304
1A 1B 1C 2A A ¢ 8 2B & 80T (5219018 pramaer
=50 AsT " t
$1 8 é: 5 81 # =120 AxTirs wwvalable) prex orometer
s2 52 Sz
EC EC1 EC) » NATNAZY
FC2 mumme 176§ (12396881 ECz
I3 e . CN
;; MC 87 ——TMC é vsz
-4 ~
et £C1 13Q/ETR (1510817660 P w ECT mum EC ® 2327 rst050501)
ECa
e EC2 wapm EC2
™ -:\-1 & R13H [r21801274) ™ —— ™
B 19721)¢
¢ o ¢t * 383456312721}
o2 cz c2
c3
& o3

Figure 14 : Localisation des FCGR : le locus FCGR est a 1g21-24 (171).

Représentation schématique des séquences pour : S : peptide signal, EC : domaine

Extracellulaire, TM : Transmembranaire, C : cytoplasmique

11.L1.1.1 Les FcyRI

Les trois génes 1A, 1B et 1C sont localisés de part et d’autre du centromére du chromosome
1, FCGR1B dans la région 1p12 et FCGR1A/1C localisés dans la région 1g21. Ils sont
constitués de 6 exons : deux codant pour le peptide signal (S1 et S2), trois pour la partie
extracellulaire (EC1, EC2 et EC3) et un pour la partie transmembranaire et cytoplasmique

(T™M/C).
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Les FCGR1B et FCGR1C présentant un codon stop dans I'’exon EC2, seul le FCGR1A semble

coder le récepteur intégral (180).

Le FcyRI est une glycoprotéine membranaire de 72 kDa, constituée d’une chaine extra
cellulaire qui posséde trois domaines, d’une région transmembranaire comprenant un résidu
chargé et d’une courte région intra-cytoplasmique. Le résidu chargé permet au récepteur de
s’associer a des dimeres d’une chaine transductrice FcR-y. Cette chaine posséde une tres
courte région extracellulaire, une région transmembranaire et une région intra-
cytoplasmique comportant un motif de transduction ITAM impliqué dans I'activation

cellulaire apres I'agrégation des récepteurs par des Cl.

Le FcyRI est le seul récepteur possédant une haute affinité, capable de se lier de facon trés
forte aux IgG monomériques Ka=109 M-1. Il est exprimé sur les monocytes, les
macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles activés. Son expression est

augmentée par I'lFN-y ou le granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (175).

1.1.1.2 Les FcyRII

Cette famille de récepteurs est composée des FcyRlla, FcyRllb et FcyRllc codés par trois

génes FCGR2A, FCGR2B et FCGR2C.

Les genes FCGR2A et FCGR2B sont orientés dans le méme sens transcriptionnel alors que le
FCGR2C est inversement orienté. Chaque gene est constitué de 8 exons : deux codant pour
le peptide signal (S1 et S2), deux codant pour la partie extracellulaire (EC1 et EC2), un pour la

partie transmembranaire (TM) et trois pour la partie cytoplasmique (C1, C2 et C3).

Le géne FCGR2C est né d’un croisement non équilibré entre le FCGR2A et FCGR2B. Le produit
résultant est une protéine ayant une partie extracellulaire hautement homologue a celle du

FcyRllb et une partie cytoplasmique plus proche de celle du FcyRlla (Figure 16) (181; 172).

Le FCGR2A code pour deux transcrits de 1,8 et 2,5 kb résultant de deux sites de

polyadénylation distants de 1kb.

Le géne FCGR2B code pour trois transcrits grace un épissage alternatif : les FcyRIIb1, FcyRllb2
et FcyRllb3. L'isoforme b1 a une séquence de 19 acides aminés (AA) supplémentaires dans la

partie cytoplasmique, l'isoforme b2 ne posséde pas de séquence codée par I'exon S2 et
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I'isoforme b3, trés proche du bl, possede une délétion de 21 nucléotides au niveau du

peptide signal (182).

Ces récepteurs sont des glycoprotéines membranaires de 40 kDa de faible affinité pour les

IgG monomériques Ka= 106 M-1 mais capables de se lier a des IgG agrégées ou des Cl.

Il existe deux récepteurs activateurs, le FcyRlla et le FcyRllc possédant une partie
extracellulaire de 2 domaines et un motif ITAM porté directement sur la partie

intracellulaire.

Le FcyRlla est exprimé sur la lignée myéloide et absente sur les LB alors que le FcyRllc est
exprimé uniquement sur les lymphocytes NK a condition que son premier domaine

extracellulaire posséde une glutamine a la position 13 (Figure 16) (183).

En ce qui concerne le FcyRIlb : Iisoforme FcyRIIb1 est exprimée sur les LB et constitue le seul
récepteur FcyR sur ces lymphocytes et I'isoforme b2 est co-exprimée avec le FcyRlla sur les

cellules myéloides (Figure 16) (184).

11.L1.1.3 Les FcyRlil

Les génes FCGR3A et FCGR3B codent pour deux protéines activatrices FcyRllla et FcyRlllb. Le
gene FCGR3A est situé entre les génes FCGR2A et FCGR2B et le gene FCGR3B est situé entre
les genes FCGR2B et FCGR2C. Ils sont constitués de 5 exons, deux pour le peptide signal,
deux pour le domaine extracellulaire (EC1 et EC2) et un pour le domaine transmembranaire

et cytoplasmique (181).

Les récepteurs FcyRIIl sont des protéines de 50 a 80 kDa selon leur niveau de glycosylation.
Considérés comme des récepteurs de faible affinité malgré leur affinité intermédiaire pour

les IgG monomériques, ils se lient aussi de facon tres efficace aux IgG agrégées et aux Cl.

La stabilité d’expression du récepteur FcyRllla ainsi que la transduction de son signal
requiérent, comme pour le FcyRI I'association de la chaine a un homo-dimére de chaine y
guand ce récepteur est exprimé sur les monocytes et macrophages ou de la chaine { quand il
est exprimé sur les cellules dendritiques, LT et les NK (185) (Figure 16). Ces chaines ont un

role trés important dans la traduction du signal grace a leur motif ITAM.
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Le FcyRIllb est un récepteur atypique du fait qu’il s’agit d’'une protéine glypiée, c’est a dire
reliée au feuillet externe de la membrane par une liaison glycosylphosphatidylinositol (GPI)
qui la localise principalement dans les radeaux lipidiques. Sa structure ne lui conféere aucune
capacité intrinseque de transduction de signal mais il peut coopérer avec d’autres
récepteurs comme le FcyRlla amenant a proximité de ces derniers des éléments de
signalisation associés aux radeaux lipidiques. Ce récepteur est exprimé a la surface des

polynucléaires neutrophiles et des basophiles.

Cette hétérogénéité de tous les FcyRs est accentuée par la présence de variants d’épissage
permettant la synthése de formes solubles ou de récepteurs différant par la longueur de leur

portion intra cytoplasmique.

Human IgG receptors

Name FcyRI FcyRIA FcyRIB FcyRIICY FeyRINA FcyRINIB
CcD CD64 CD32A cD3z28 CD32C CD16A CcD16B
[ ﬁl i i
GPI
TAM ITIM
Y2 Y2
B cell - - + = = =
T cell - - - - - =
NK cell - - A 3 =
Mono/Macro + + +/- + + -
Neutrophil (+) + +/- + = +
Dendritic Cell® + + + - < <
Basophil - + + - - +/-
Mast cell (+) + - e -
Eosinophil - - - = .
Platelet - + — - - -

Endothelium - - - - =

Figure 15 : Expression cellulaire des FcyRs (186), modifié.

(-) : indique que le récepteur n’est pas exprimé,(+) indique quel récepteur est exprimé a la surface de la cellule.

(+/-) indique une expression faible du récepteur.
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I.L1.2 Les polymorphismes des récepteurs FcyRs

Le séquencage des génes FCGR a permis de mettre en évidence de nombreux variants
génétiques qui peuvent avoir des conséquences fonctionnelles sur les récepteurs. Ainsi, certains
variants ont été associés ou identifiés comme étant des facteurs de risque dans 'apparition de
certaines maladies auto-immunes. Ces variants peuvent étre dus soit a un polymorphisme d’une
seule base nucléotidique, SNP (Single nucleotid polymorphism), soit a une variation du nombre
de copies CNV (Copy number variation). lls peuvent changer les fonctions du récepteur et,

influer sur son expression quantitative, son affinité ou sa capacité de transmission du signal.

¢ Legéne FCGR2A

Le polymorphisme R131 :

La substitution d’une Guanine (G) par une Adénine (A) dans I'exon 4 du géne de FCGR2A (rs
1801274) se traduit par une différence d’un seul acide aminé histidine ou arginine a la
position 131 (H131 ou R131) dans le deuxieme domaine immunoglobulinique extracellulaire

du récepteur.

La différence physico-chimique de ces deux acides aminés induit une différence d’affinité du
récepteur. Le FcyRlla-H131 est capable de lier les 1gG2 de facon efficiente alors que le

FcyRlla-R131 ne les lie pas (187 ; 188 ).

¢ Le géne FCGR3A

Le FCGR3A présente un polymorphisme (rs 396991) avec un changement de nucléotide
Thymine (T) en Guanine (G) a la position 559, ce qui donne une substitution d’une
phénylalanine (F) par une valine (V) a la position 158 du deuxieme domaine extracellulaire.
Comme précédemment, le FcyRIlla-158V est beaucoup plus affin pour les 1gG1, 1gG3 et I1gG4
que le FcyRllla-158F (189 ; 190).

¢ Le géne FCGR3B

Le FcyRlllb est surtout exprimé sur les neutrophiles : six SNP (G141C, C147T, A227G, C266A,
G277A et G349A) dans le géne FCGR3B sont responsables des trois allotypes du FcyRlllb,
Nal, Na2 et SH (191).
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Les variants Nal et Na2 sont les produits de 5 SNP non synonymes dans le premier domaine
extracellulaire du Nal (R36, L38, N65, A78, D82, V106) et du Na2 (S36, L38, S65, A78, N82,
L106). Le variant SH est due a un SNP synonyme avec une substitution d’'une alanine par un

acide aspartique en position 78 (192).

Le changement de I'acide aminé a la position 65 provoque la perte du site de glycosylation
sur l'allotype Na2 qui réduit de fagcon considérable son affinité pour les IgG1 et les 1gG3.

(193).

Les FcyRIllb Nal ont une affinité plus forte et permettent une meilleure phagocytose des
particules opsonisées par des IgG1l et IgG3 que l'allotype Na2. (194). Le FcyRlIllb ne peut
transmettre le signal d’activation en intracellulaire car il ne possede ni domaine
membranaire ni cytoplasmique. La transduction du signal du FcyRlllb se fait par interaction
avec la B-intégrine, interaction qui est fortement perturbée par la perte de glycosylation

(172).

¢ Legene FCGR2B

Le polymorphisme 386C :

Dans la région promotrice du gene FCGR2B existe deux haplotypes. Le moins fréquent le -
386C-120A qui induit une augmentation de la capacité de liaison des facteurs de
transcription GATA-4 et Yin-Yangl, avec une augmentation de I'activité promotrice, et une

augmentation de I'expression du récepteur des haplotypes (195 ; 196 ; 186).
Le polymorphisme 1232T :

Ce polymorphisme a été identifié dans I'exon 8 consistant en une transition d’une
thymidine (T) en cytosine (C) T695C qui code pour une substitution d’une isoleucine par une
thréonine 1232T dans la région transmembranaire du récepteur (197). Ce SNP induit une
inefficacité du récepteur FcyRIIb-232T a se lier aux radeaux lipidiques et, par conséquent,

une diminution de son activité inhibitrice (199; 199).

Cette altération du fonctionnement de ce récepteur constitue un facteur de résistance
contre les formes les plus graves du paludisme (200 ; 201 ; 202). Ce facteur de résistance a

donc soumis les populations des régions impaludées a une pression de sélection pour ce
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polymorphisme, ce qui explique sa fréquence plus importante dans les populations d’Asie du

sud et d’Afrique (202).

I.L1.3 Les propriétés des récepteurs Fcy

La cristallographie a permis de déterminer la structure des domaines extracellulaires de
plusieurs FcyRs et de comprendre précisément comment s’effectue I'interaction entre ces
récepteurs et la portion Fc des IgG. L'étude du cocristal FcyRIllb-IgG1 a montré que la
portion Fc se fixait au domaine extracellulaire proximal ainsi qu’a la région de connexion
entre les deux domaines (Figure 16A). Un récepteur ne pouvant fixer qu’une seule IgG,
I'activation cellulaire ne peut avoir lieu que lorsque les récepteurs sont engagés par des
ligands multivalents. Comme mentionné précédemment, seul le FcyRI, grace a un domaine
extracellulaire supplémentaire, peut lier les IgG monovalentes avec une forte affinité, ce qui
explique qu’il soit en permanence saturé. Les autres FcyRs présentent une affinité moindre
pour les IgG monomériques mais fixent avec avidité les IgG engagées dans des Cl.

Cette faible affinité est tres importante car en prévenant la liaison des IgG monomériques
qui sont en circulation permanente, elle évite ainsi une potentielle réponse non spécifique
pro-inflammatoire (185). Il a été montré également que certains polymorphismes des
récepteurs FcR sur lesquels nous reviendrons au chapitre (11.4) influencaient leur fixation aux
1gG.

Les IgG sont des glycoprotéines constituées de deux chaines peptidiques lourdes et de deux
chaines légéres symétriques. La portion terminale des deux chaines lourdes forme le
fragment Fc. Ce fragment possede des chaines de glucides en bi-antenne entre les domaines
CH2 et CH3. Le degré de glycosylation de ces antennes a fait I'objet de nombreuses études, il
varie selon les pathologies et le degré de sévérité de certaines maladies auto-immunes. Ces
chaines de glucides stabilisent la structure de I'lgG en influencant profondément leur liaison
aux récepteurs FcyR et par conséquent, modulent leur réle effecteur (203). Par exemple, les
IgG aglycosylées ne se lient pas aux FcyRs (174) et ont une affinité 40 fois plus faible vis-a-vis

du FcyRL.

Il a été démontré également que le degré de sialylation de ces chaines de glucides induisait
une conformation différente du Fc qui influencait sa liaison avec les récepteurs FcRs (204 ;

205). Les glucides terminaux présents dans cette bi-antenne modulent la fonction de I'lgG
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qui, avec du fucose ou de I'acide sialique, aura un effet plutot anti inflammatoire, a I'inverse

du galactose (206).
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Figure 16 : Interaction et affinité entre les I1gG et les FcyRs (207).

A) Interaction entre les deux domaines CH2 de I'lgG et le domaine immunoglobulinique proximal et la région
charniere du FcyR ; B) d’aprés les données publiées par Brunhs P, 2009 représentation des affinités des FcyRs en

fonction des différentes sous classes des IgG.

11.1.4 Fonctions des différents récepteurs FcyRs

La fonction de chaque FcyR est déterminée par le motif porté dans sa partie cytoplasmique

ITAM ou ITIM. Ainsi, deux groupes activateur et inhibiteur sont identifiés (Figure 17).

La réponse cellulaire dépend du récepteur mis en jeu, du type cellulaire et du niveau

d’expression du récepteur.

72



Chaque récepteur présente un profil d’expression particulier tandis que chaque

cellulaire exprime le plus souvent plusieurs classes de FcyRs.

Structure

Name cD
FeyRI CD&+
f;

FoyRIIA CD32A
FeyRIIE CD32B
FeyRIC CD32C
FeyRIIA CD18A
FeyRIIB* CD168

Gene
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FCGRZC

FCGR3A
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Figure 17. Fonction des FcyRs (208) modifié.

type
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Activetion

Activation

Inhibition

Activation

Activation
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Les récepteurs activateurs contiennent un motif cytoplasmique Immunoreceptor Tyrosine-

Based Activation Motif (ITAM) composé d’une séquence d’une tyrosine suivie de deux AA (

acide aminé) puis d’une leucine ou une isoleucine. Il peut y avoir plusieurs motifs ITAM a la

suite, séparés par 6 ou 8 AA (209). Ce motif initie les voies de signalisation activatrices par la

phosphorylation de la tyrosine.

Le FcyRllb est le seul récepteur pour les IgG qui soit inhibiteur. Il est porteur d’'un motif

inhibiteur ITIM constitué d’une séquence de 6 acides aminés dont le premier peut étre une

isoleucine, une valine, une leucine ou une sérine, d’une tyrosine a la troisieme position et

d’une leucine ou une valine a la derniére position (I/V/L/SxYxxL/V) (210). Ce motif ITIM met
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en jeu les voies de signalisation inhibitrices. En condition physiologique et apres engagement
d’une faible quantité de complexes immuns, la balance entre les signaux activateurs et
inhibiteurs garde la cellule inactive (211 ; 212). Par ailleurs, certaines cytokines peuvent
modifier cette balance en modifiant le rapport entre récepteurs activateurs et inhibiteurs

conduisant alors a I’activation de la cellule (213).

11.1.4.1 Fonctions activatrices

Le déclenchement d’une réponse cellulaire via les FcRs va étre conditionné par leur
agrégation qui induira leur migration au sein de radeaux lipidiques. Cette étape est
indispensable pour la transduction des signaux, quasiment identique pour les différents

récepteurs activateurs.

En fonction du type cellulaire et de son équipement en récepteur FcyR, on distingue quatre

grands types de fonctions cellulaires pouvant découler de ces voies d’activation (Figure 18) :

» La premiére est la phagocytose exercée par les macrophages et les polynucléaires

neutrophiles :

Cette phagocytose aboutit a une internalisation favorisant la dégradation des agents

pathogénes ou des débris cellulaires opsonisées par les I1gG (208).

Les FcyRs jouent également un role important dans la clairance des Cl en particulier le

FcyRllla qui semble avoir un réle important dans la capture des Cl (172).

L’activation des macrophages par les Cl est déterminée par une balance entre les FcyRs
activateurs et les FcyR inhibiteurs. Une modulation de la polarisation des macrophages en
M1 spécialisés dans la dégradation des pathogénes ou en M2 spécialisés dans la réparation
tissulaire, est induite en fonction de I'activation simultanée ou non des TLRs avec les FcRs

(214).

» La présentation antigénique constitue une deuxiéme voie de réponse enclenchée par

les FcyRs et permet d’induire une réponse immunitaire adaptative.

Les cellules dendritiques vont pouvoir internaliser les particules antigéniques via leur FcyR
activateurs, les dégrader et les présenter sous forme de peptides apprétés dans les
molécules de CMH Il induisant I'activation des LTCD4 (215). La capture par les FcyRs
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activateurs semble également favoriser la présentation de ces peptides exogenes via les
molécules CMH | par cross-présentation permettant linitiation de réponses TCD8

cytotoxiques (216).

» Le troisieme type de réponse déclenchée par I'activation des FcyRs activateurs est
I’ADCC. Les cellules NK et les monocytes/macrophages en sont les principaux acteurs.
» Le quatrieme mécanisme est la sécrétion de facteurs solubles comme les cytokines
ou substances vaso-actives. Suite a I'activation par les FcyRs, ce mécanisme va jouer

des réles variés comme la modulation de la réponse immunitaire par I'IL-10 ou I'IFNy.

La réponse commence par la phosphorylation des tyrosines des motifs ITAM ainsi que le
recrutement de protéines kinases de la famille Src (Lck, lyn,Hck) et Syk (Syk, ZAP70). Ces
kinases activées vont catalyser la phosphorylation et I'activation d’un certain nombre de
substrats comme la PLCy, la PI3K ou encore les protéines de la famille des MAP-kinases
comme Erk (Figurel9a) (Sanchez-Mejorada & Rosales 1998; Jovanovic et al. 2009; Xu et al.
2014). Ces différents substrats dépendent du type de cellule, de la fonction cellulaire
concernée et également du type de récepteur engagé (217). Par exemple, le FcyRllla active
Lck dans les cellules NK alors que le FcyRlla ou le FcyRllla active Lyn et Hck dans les
monocytes et les mastocytes (211). La transduction du signal, s’opérant par le motif ITAM
des récepteurs FcyRlla serait a I'origine d’une activité cellulaire différente de celle observée

via le motif ITAM des dimeéres de chaine y des récepteurs FcyRllla.
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Figure 18. Mécanismes d’action activés par I'intermédiaire des FcyRs (207).

En fonction du type cellulaire, quatre grands types de fonctions peuvent étre enclenchés : la cytotoxicité, la

phagocytose, la présentation antigénique et la sécrétion de facteurs solubles.

11.1.4.2 Fonctions inhibitrices

La présence du motif ITIM dans la partie cytoplasmique du FcyRllb lui permet d’inhiber les
voies de signalisation activatrices des autres récepteurs a motif ITAM, que ce soit un autre
récepteur FcyR ou un récepteur comme le BCR (218). Ces fonctions inhibitrices permettent

le maintien de ’lhoméostasie.

¢ Régulation du LB ITIM dépendante

Le FcyRllIb faisait partie des corécepteurs inhibiteurs du BCR a la surface des LB (219 ; 220)

C’est l'isoforme FcyRIllb1l présente dans les LB et joue un role dans le maintien de la
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tolérance en périphérie, I'isoforme b2 étant présente dans les cellules myéloides (221). Le
co-engagement du FcyRlIlIb avec le BCR par des Cl active une voie de signalisation négative
qui s’oppose a la signalisation positive BCR dépendante avec blocage du flux calcique (222)

(Figure 19).

L’étude des voies de signalisation de FcyRllb a été débutée chez la souris mais les mémes

voies de régulation existent chez 'homme ou sur des lignées humaines (223 ; 224).

Le co-engagement du BCR et FcyRllb amorce une cascade de signalisation négative par

phosphorylation du résidu tyrosine du motif ITIM par la kinase Lyn.

Cette modification induit le recrutement de tyrosine phosphatases comme SHP-1 et de facon
préférentielle SHIP1 qui va hydrolyser le PIP3 en PIP2, induire la dissociation des protéines
PLCy et Btk, réguler négativement le flux calcique et bloquer ainsi la signalisation positive du

BCR (225; 227; 211; 226).

En plus de cette régulation négative du flux calcique, le FcyRllb peut aussi inhiber Ila
prolifération des LB par linhibition de la voie de signalisation de Ras, soit par
phosphorylation et recrutement de la protéine Dok sur SHIP-1-P, soit en recrutant la

molécules Grb sur SHIP-p (228 ; 229).

La molécule SHIP1 a un réle central dans cette voie de signalisation comme le démontrent
les modéles murins déficients en SHIP et présentant une augmentation anormale du pool

des LB avec une dérégulation de la production d’Ac (227).

Contrairement a l'isoforme b2 capable d’endocyter I’Ag sur les cellules myéloides, I'isoforme
b1 régule de facon négative la présentation de I’Ag en inhibant I'endocytose par le BCR

(230).

Le récepteur FcyRllb a également un réle dans le maintien de la tolérance en périphérie en
inhibant I'activation des B auto-réactifs dans le centre germinatif. Seuls les LB ayant un BCR
de forte affinité pour les Ag des Cl auront un signal d’activation suffisamment fort pour
contrer le signal inhibiteur du FcyRIlb. Il existe également une augmentation de la densité

des FcyRlIlIb a la surface des cellules du centre germinatif (231).

77



¢ Régulation du LB ITIM indépendante

Le pontage de deux récepteurs inhibiteurs FcyRIlb entraine la mort par apoptose de la cellule
et ce, sans la phosphorylation du motif ITIM ni le recrutement de la phosphatase SHIP (figure

19C) (232).

L’apoptose induite par FcyRIlb active la voie de signalisation de Jun N terminal Kinase (JNK)
et le recrutement de Btk qui passe d’une localisation membranaire a une localisation
nucléaire. Au cours de cette apoptose, une activation des caspases ainsi que la
dépolarisation de la membrane mitochondriale avec libération du cytochrome c ont été

démontrées (233).

Les plasmocytes a longue durée de vie migrent dans la moelle osseuse et sont responsables

d’une grande partie de la production d’IgG sériques.

¢ FcyRIlb et les autres cellules effectrices du systéme immunitaire

¢+ Sur les cellules dendritiques :

Le FcyRllb est présent sur les CD myéloides et plasmacytoides. Les souris déficientes en
FcyRIlb présentent une activation des réponses lymphocytaires T et une activation des
cellules dendritiques. La maturation des CD myéloides est accompagnée d’une diminution

d’expression du FcyRIlb et d’une baisse de leur seuil d’activation par les Cl (234).

A la surface des cellules dendritiques, comme les récepteurs FcyRs activateurs, le FcyRllb
internalise les Cl, mais au lieu de conduire a la dégradation des Ag comme les FcyRs
activateurs, il va favoriser leur rétention, préserver ces Ag et induire leur présentation aux LB

(235; 208).

Au niveau des centres germinatifs, a la surface des cellules dendritiques folliculaires, le
FcyRllb est un des récepteurs capables de retenir les complexes immuns et, par conséquent,
capables de présenter les Ag aux LB du centre germinatif. En effet, le FcyRllb des CD
folliculaires permet ainsi une activation rapide des BCR, la prolifération des LB et Ia

formation du CG (236).

¢+ Sur les macrophages :
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L’activation des macrophages par les Cl est déterminée par la balance entre les récepteurs

FcyRs activateurs et FcyRIlb inhibiteurs. La taille de I’Ag, sa concentration et la valence des

IgG du Cl sont également des facteurs influents. Les macrophages de souris déficientes en

FcyRllb ont un seuil d’activation bas, une augmentation de leur capacité a éliminer les

pathogénes mais également une sensibilité augmentée aux pathologies a Cl circulants (237 ;

238).
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Figure 19: Voies de signalisation induites par les récepteurs FcyR activateurs et inhibiteurs

(239).

a) Voie de signalisation induite par le coengagement de deux récepteurs activateurs FcyRllla. b) Voie de

signalisation induite par le coengagement du récepteur inhibiteur FcyRIIb et le récepteur a I’Ag BCR a la surface

du LB. c) Voie de signalisation induite par le coengagement de deux récepteurs inhibiteurs ITIM indépendante.
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1.2 L'impacte du polymorphisme des RFcy sur la PR

1.2.1 Le gene FCGR2A

Une stratification par ethnie a montré que le R131 serait un facteur de susceptibilité a la PR

chez les Européens mais pas chez les asiatiques (240 ; 241 ; 242 ; 243).

Des études GWAS ont retrouvé en plus du R131 d’autres polymorphismes situés dans les
régions des introns et associés a des maladies auto-immunes : colite ulcéreuse (244),

syndrome de Sjogren (245).

11.2.1 Le géne FCGR3A

Le FCGR3A V-158F est décrit comme étant un facteur de susceptibilité a la PR, la
stratification selon I'origine ethnique a montré une association entre le génotype FCGR3A VV
et la PR comparé au génotype FF chez les Européens (OR = 1,350, IC 95% = 1,107-1,646, p =

0,003), mais pas chez les Asiatiques de I'Est et les Asiatiques du Sud (242).

11.2.2 Le géne FCGR3B

L’haplotype FCGR3B NA2 était associé a la susceptibilité a la PR chez européens (246 ; 247).

1.2.3 Le géne FCGR2B

Ce haplotype mineur —386C n’a été associé au PR que dans la population caucasienne (248;

195).
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lll. Objectifs

Cette étude a pour objectifs :

v Etudier I'association des génotypes FCGR2A et FCGR3A avec la PR dans notre
population.

v’ Evaluer la relation entre le polymorphisme des génotypes FCGR2A et FCGR3A avec la
production d’auto-Ac spécifiques de la PR.

v’ Evaluer la relation entre le polymorphisme des génotypes FCGR2A et FCGR3A avec
les marqueurs de I'inflammation.

v Evaluer la relation entre le polymorphisme des génotypes FCGR2A et FCGR3A avec la

biothérapie chez les patients Algériens atteints de PR.
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V.

Patients et Méthodes

IV.1 Type de I’étude

Il s’agit d’une étude cas témoins rétrospective et prospective, portant sur 75 patients et 30
témoins, réalisée au niveau de I'unité d’immunologie de I'unité hospitalo-universitaire de

Hassiba Benbouali. Durant une période de 5 ans allant de decembre2013 a Mai 2018.

IV.1.1 Patients

Il s’agit de 75 patients atteints de PR avérée, diagnostiqués selon les critéres d’ACR/EULAR
2010, recrutés a partir des services de rhumatologie de I'EPH « Ibrahim TERICHINE » et du
service de rééducation fonctionnelle du CHU de Blida. Parmi ces 75 patients, il existe 20 sous
traitement de biothérapie.

Les données cliniques et biologiques des patients ont été recueillies a partir d’'un dossier
médical. Les informations concernant I'adge, la durée de la maladie, la concentration en Hb,
VS, niveau d'activité de la maladie a été noté en fonction du score d'activité de la maladie de
28 articulations (DAS28), les criteres de réponse calculés par le nombre des articulations
gonflées (NAG) et des articulations douloureuses (NAD) d’apres EULAR, ont été enregistrés

sur une base de données Excel.

IV.1.2 Témoins

Il s’agit de 30 sujets sains, indemnes de toutes pathologies rhumatismales inflammatoires ou
auto-immunes connues et sans antécédents (personnels et /ou familiaux) de PR. Le

recrutement a été effectué au niveau de l'unité d’'immunologie du CHU Blida.

IV.2 Méthodes

IV.2.1 Partie sérologique

IV.2.1.1 Dosage de la CRP

La CRP a été lancé pour I'ensemble de nos patients, elle a été faite a notre niveau par

turbidimétrie type SPA plus Binding Site.
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¢ Principe

L’échantillon est mis a réagir avec un latex revétu d’anti-CRP dans un tampon de réactif. La
formation du complexe Ag-Ac lors de la réaction entraine une augmentation de la turbidité,
dont la mesure est déterminée par la quantité de lumiére absorbée a 570 nm.

En construisant une courbe standard a partir de I'absorbance des standards, la

concentration en CRP de I'échantillon peut étre déterminée.

¢ Interprétation

Un résultat positif se traduit par une valeur des CRP > 10 mg/I.

IV.2.1.2 Dosage des facteurs rhumatoides

Le taux sérique du FR a été lancé pour I'ensemble de nos patients par Néphélémétrie Laser.
Technique permettant le dosage du FR d’isotype IgM. Ce dernier a été réalisé en utilisant le

Laser Néphélémétre type BN prospec-marque Dade behring.

¢ Principe

Des particules de polystyrene recouvertes d’anti-immunoglobuline humaine de mouton, qui
forment des complexes immuns lorsqu’elles sont en contact avec le FR IgM.
L'intensité de la lumiere dispersée par le systéme est proportionnelle a la concentration du

FR. L'exploitation se fait par rapport a un standard de concentration connue.

¢ Interprétation des résultats :

Un résultat positif se traduit par une valeur des FR > 10 Ul/ml.

[Ul : Unités Internationales]

IV.2.1.3 Dosage des auto-anticorps anti-CCP (ACPA)

Elle a été faite par technique ELISA.

¢ Principe

Le test ELISA permet la réalisation d’un dosage semi-quantitatif ou quantitatif in vitro pour la

détermination d’auto anticorps humains de classe 1gG dirigé contre les peptides cycliques
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citrullinées (CCP) de deuxieme génération. Le coffret contient des barrettes de microtitration
de 8 puits de réactif sécables, coatés avec des peptides cycliques citrullinés synthétiques.
Lors de la premiére étape de la réaction, les échantillons patients dilués (sérum ou plasma
sur EDTA, héparine ou citrate) sont incubé dans les puits. Dans le cas d’échantillons positifs,
les anticorps spécifiques de classe 1gG (mais aussi IgA et 1gM) se fixeront sur les antigenes
correspondants. Pour détecter les anticorps fixés, une seconde incubation est réalisée en
utilisant un anticorps anti-IgG humaine couplé a une enzyme (conjugué enzymatique). Ce

conjugué est capable de générer une réaction colorée.

¢ Protocole

. Déposer 100 ul du sérum de chaque patient, dilué au 1 :101 dans du tampon, dans le
micropuit correspondant.
. Déposer 100 ul des calibrateurs ainsi que les controles négatif et positif dans les

micropuits correspondants.

. Incuber 60 mn a 18-25°C.

. Laver 3 fois avec 300 ul du tampon de lavage (dilué au 1 :50).

= Déposer 100 pl du conjugué enzymatique dans chaque micropuits.

. Incuber 30 mn a 18-25°C.

= Laver 3 fois avec 300 pl du tampon de lavage (dilué au 1 :50).

Ll Déposer 100 pl de solution chromogéne/substrat dans chaque micropuits.
= Incuber 30 mn a 18-25°C, a I'abri de la lumiére.

Ll Déposer 100 pl de la solution d’arrét dans chagque micropuits.

Lire I'absorbance a une longueur d’onde de 450 nm, dans les 30 mn qui suivent I'arrét de la

réaction.

¢ Interprétation

Un résultat positif se traduit par une valeur d’ACPA > 5 UR/ml.

[UR : Unité Relative]
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IV.2.2 Partie immunogénétique

Notre travail a été réalisé au niveau de 'unité d’'immunologie de CHU Mustapha.

IV.2.2.1 Extraction d’ADN

¢ Principe

11 s’agit d’une chromatographie par adsorption effectueé par I’automate « BIO ROBOT EZ1 »
en utilisant le kit « EZ1® DSP DNA Blood » (annexe4 ).

La fixation de I’ADN sur la silice fait intervenir des interactions dip6le-dip6le (interaction
hydrogéne).
1-L’adsorption sélective d’acides nucléiques sur la membrane de gel de silice n’est obtenue

que si I'on travaille dans les conditions suivantes :
» En présence de concentrations élevées d’agents chaotropiques ou a force
ionique élevée ([Na Cl] élevée).
» En présence d’alcool.
2-L’agent chaotropique intervient comme compétiteur dans les relations que ’ADN établit
avec l'eau.
3-L’agent chaotropique se lie a I'’eau et I’ADN devient moins hydraté. L’ADN établit alors des
liaisons avec la silice et se fixe au support de la colonne.
4-La colonne est ensuite lavée par de I’éthanol, solvant moins polaire que I'eau qui ne risque
pas de décrocher I’ADN.
L'ADN est ensuite élué par un tampon a basse force ionique. On peut utiliser un tampon
avec une faible concentration en sels ou de I'eau pure, ’ADN va a nouveau établir des
liaisons avec I'eau, s’hydrater et repasser en solution.
La silice peut étre sous forme de gel sur colonne ou sous forme de billes :
» Dans le cas d’une colonne, la séparation est effectuée par centrifugation. Ce
procédé est basé sur 'emploi de petites colonnes adaptées a des tubes de 1,5 a 2
ml.
» S'il s’agit de billes, ce sont des billes paramagnétiques recouvertes de silice qui

sont utilisées et la séparation sera effectuée a I'aide d’un dispositif aimanté.

¢ Avantage et inconvénient:

Avantage :
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- Pas utilisation de substances toxiques.

- Pas besoin de précipitation alcoolique car I’ADN obtenu est de bonne qualité.
- Méthode rapide.

Inconvénient :

- On ne peut pas obtenir par cette technique des fragments de taille supérieure a 50 kb.

IV.2.2.2 Génotypage de SNP des FCGRIIA 519 G>A, FCGRIIIA 559 T>G par RT-PCR,

technologie TagMan

Le génotypage de SNP des FCGRIIA 519 G>A, FCGRIIIA 559 T>G a été effectué apres
extraction d’ADN par une technique de PCR en temps réel utilisant la technologie TagMan

«Applied BioSystems».( Annexe 5)

¢ Principe

La PCR en temps réel permet de suivre en continu (« en temps réel ») le processus
d’amplification PCR en détectant et quantifiant la fluorescence émise par les produits de PCR
néo formés au cours de la réaction d’amplification. Le signal fluorescent est directement
proportionnel a la quantité de produits de PCR générés.

Le profil d’'une réaction PCR classique peut se décomposer en 3 étapes (Figure20):

» La phase de bruit de fond s’acheve lorsque le nombre de produits PCR néo
formés dépasse la valeur seuil de la technique de détection utilisée.

» La phase exponentielle au cours de laquelle la quantité de produits amplifiés
est en corrélation directe avec la quantité initiale de matrice (doublement du
nombre de produits PCR a chaque cycle). Il est possible de suivre la formation
des produits de PCR, en mesurant l'intensité de fluorescence émise a chaque
cycle.

» La phase de plateau débute lorsque les constituants de la PCR (en particulier

la Tag polymérase) deviennent limitants.
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Figure 20. Profil d’'une réaction PCR.

Dans ce cas de figure, la PCR requiert deux amorces oligo-nucléotidiques pour amplifier la
séquence d’intérét et deux sondes TagMan : l'une s’hybridant a I’allele sauvage, I'autre a
I'allele variant. Nous avons utilisé ici deux sondes discriminantes marquées par un

fluorophore spécifique de chaque type d’alléle (VIC ou FAM).

Un reporter (R) et un quencher non fluorescent (NFQ) sont liés respectivement aux
extrémités 5’ et 3' d’'une sonde TagMan®. Lorsque la sonde est intacte, la proximité du
guencher réduit fortement la fluorescence émise par le reporter du fait d’un transfert

d’énergie dans I'espace (Figure21).

POLYMERISATION DEPLACEMENT DES BRINS CLIVAGE POLYMERISATION TERMINEE

(o2 @ oo @ GORSS e, — * 9 : i titils

3 5 ¥ 5 3 5 3 5

3o 2 s s :

:-'\L‘:JH:E ANTI-SENS : ) : . ? ) ?

Etape 1: Unreporter (R) et Etape 2 : Lorsque le Etape 3 : A chaque cycle Etape 4 : Une fois séparé

un quencher (Q) sont liés  reporter et le quencher sont  dextension, la Taq du quencher, le reporter

aux extrémités 5 et 3@ liés & la sonde, I'émission polymérase clive le émet une fluorescence

d'une sonde TagMan™. de reporter est désactivée. reporter de la sonde. caractéristique.

Figure 21. Fonctionnement des réactifs TagMan.

Un ligand du petit sillon (MGB) lié a I'extrémité 3’, qui augmente la température de fusion
(Tm) de la sonde sans accroitre sa longueur (249 ; 250), ce qui permet de créer des sondes
plus courtes. Par conséquent, les sondes TagMan MGB présentent de plus grandes
différences de valeurs de Tm entre les sondes spécifiques et non spécifiques, ce qui permet
d’obtenir un génotypage précis.
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Au début de I'élongation si la séquence cible est présente, la sonde s’hybride spécifiquement
a la matrice entre les amorces nécessaires a I'amplification, puis elle est clivée par I'activité
5' nucléase de la Taq polymérase pendant I'’extension, ce qui entraine une émission de
fluorescence (Figure 22).

La discrimination allélique sera ensuite réalisée a l'aide d’un programme qui mesure la
fluorescence a chaque cycle de la PCR et qui permet la discrimination entre les deux alleles

présents dans les échantillons testés.

1. Assay Components and DNATemplate
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Figure 22. Différentes étapes du génotypage par la technologie TagMan.

¢ Protocole opératoire

Les conditions de PCR sont les mémes quel que soit le polymorphisme étudié. Seules les

sondes sont spécifiques de chaque polymorphisme (Tableau 8).
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Tableau 8. Référence des AD Mix TagMan utilisés dans cette étude

Polymorphisme Rs* Homozygote | Hétérozygote Homozygote
étudié sauvage muté
FCGR2A 519 G>A rs 1801274 HH HR RR

FcyRlla-R 131 H

FCGR3A 559 T>G rs 396991 W, VF FF
FcyRIlla-F158V

Forte affinité Affinité Faible affinité

intermédiaire

*rs : Reference SNP ID number

¢ Préparation des échantillons et du mix de PCR:

o Laconcentration finale de I’ADN utilisé doit étre ajustée a 20 ng/ml.

o Préparation du mix de PCR :
- Mettre le TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) et I’AD Mix, TagMan SNP
GenotypingAssays (TagMan MGB probes, FAM™ and VIC dyelabeled), spécifiques de chaque
essai 30 min avant la manipulation a température ambiante (18 —30°C).
- Préparer le mélange réactionnel pour le nombre d’échantillon plus deux (n+2) selon le

tableau suivant :

Tableau 9. Mélange réactionnel pour la PCR.

Composant Quantité/ puits (échantillon)
AD Mix 0,5 ulL
Master Mix 10 pL
Eau distillée stérile 8,5 uL

Vortexer le mix de PCR.

- Déposer 1 pL d’ADN de chaque échantillon dans une plaque de 96 puits, et 1 uL d’eau
distillée dans les 2 derniers puits afin de les utiliser comme témoin négatif.

- Distribuer le mix de I'amplification dans les tubes a PCR contenants I’ADN génomique, soit
19 uL par tube (volume réactionnel final de 20 pL).

- Fermer la plaque par une feuille thermocollante avant d’étre placée dans le thermocycleur.
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¢ Programme de PCR:

Le programme de PCR est le méme pour tous les polymorphismes, soit :
- Dénaturation de la double hélice d’ADN: 95°C, 10 min.
- Hybridation entre les amorces et I’ADN simple brin et synthése de ’ADN complémentaire
par Tag-polymérase « élongation »: (cycle se reproduit 40 fois) 95°C, 15 secs et 60°C, 1 min
60°C.
La PCR est effectuée dans le thermocycleur 7500 real time PCR system (AppliedBiosystems).
Lecture des résultats :
La lecture de la fluorescence est faite dans le détecteur couplé au thermocycleur et intégrée
grace au logiciel 7500 software v2.0.1 de I'ordinateur lié au détecteur (AppliedBiosystems).
Une réaction de génotypage est réalisée en point final pour déterminer le génotype
d’échantillons inconnus :

e Homozygotes (échantillons avec I'allele 1 uniquement).

e Homozygotes (échantillons avec I'alléle 2 uniquement).

e Hétérozygotes (échantillons avec l'alléle 1 et I'allele 2).
Dans une réaction de génotypage, la PCR inclut une sonde spécifique marquée par un
fluorophore particulier pour chaque alléle. Les sondes contiennent des reporters différents a
I'extrémité 5’ de chaque sonde pour discriminer chaque alléle :

o Le fluorophore VIC® est lié a I'extrémité 5’ de la sonde pour 'alléle 1.
o Le fluorophore FAM™ est lié a I'extrémité 5’ de la sonde pour l'allele 2.

Chaque échantillon est représenté par un point. On définit quel type de fluorescence est
associé a chaque point. 3 types de points : bleu (FAM) rouge (VIC) majoritaire donc a des
échantillons homozygotes pour I'autre allele, tandis que le nuage vert correspond a une
émission des deux fluorescences donc a des échantillons hétérozygotes pour le
polymorphisme considéré (Annexe 6). Les points noirs correspondent a une PCR qui n’a pas
marché ou a un positionnement ambigu (Annexe 7). Pour chaque mixe, le fournisseur
précise a quel allele, sauvage ou muté, est associé chacune des sondes VIC et FAM.
Le Tableau résume les résultats possibles de I'exemple de réaction de génotypage indiqué ci-

dessus.
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Tableau 10. Résultats de la réaction de génotypage.

Une augmentation importante Indique

De la fluorescence du fluorophore VIC® uniquement | Une homozygotie pour 'alléle 1

De la fluorescence du fluorophore FAM™ uniquement | Une homozygotie pour I'allele 2

Des deux signaux fluorescents Une hétérozygotie

¢ Cycle seuil :

Le concept du « cycle seuil » est a la base d’'une quantification précise et reproductible pour
les techniques fluorescentes en PCR. Les valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours
de chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons produits en un point précis dans la
réaction. Plus il y a de matrices (Template) a amplifier au départ de la réaction PCR, moins
élevé sera le nombre de cycle requis pour atteindre un point ou le signal d’émission de
fluorescence sera statistiqguement et significativement plus élevé que le bruit de fond
(Gibson, et al 1996). Ce point est défini comme étant le cycle seuil (Ct) et apparaitra toujours
au cours de la phase exponentielle d’amplification. Par conséquent, la quantification n’est
pas affectée par I'épuisement d’un des réactifs comme lors de la phase plateau ce qui
explique pourquoi le systeme en temps réel est si reproductible. La valeur du Ct peut étre
traduite en un résultat quantitatif en le comparant avec les valeurs du Ct générées avec des

matrices de quantification connues (251) (Figure23).
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Figure 23.Cycle seuil du PCR en temps réel.
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IV.2.2.3 Analyses statistiques

¢ Statistiques descriptives
Les données quantitatives sont exprimées en moyenne * déviation standard, accompagnée
des extrémes. La description des variables qualitatives est résumée en nombre de patients

et/ou pourcentage.

¢ Statistiques analytiques

Le logiciel statistique Graph Pad a été utilisé pour I'analyse de données. Le test d'équilibre
de Hardy-Weinberg était effectué par le test du Chi-carré. L'OR et I'intervalle de confiance a
95% ont été déterminés selon le test exact de FISHER. Le P a été corrigé selon la correction

de Yates (pour les faibles échantillons).

La différence est considérée significative a partir de p<0,05.
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V. Résultats

V.1 Résultats de I'étude démographique

Un total de 75 patients atteints de PR et 30 contrdles sains ont été inclus dans cette étude.
L’étude cohorte comprend :
e 24 femmes et 6 hommes sains avec une moyenne de 43,07 + 14,80 avec des extrémes
allant de 20 a 76 ans.
e 59 femmes et 16 hommes atteints de PR avec une durée moyenne de la maladie de
8,265+ 6,893 [0- 30] ans, I’'age moyen est de 48,49 + 15,85 avec des extrémes allant
de 22 292 ans.
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Figure 24. Répartition des patients et des témoins selon I'age.

La tranche d’age la plus représentées est celle de [40-59] ans.
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Figure 25. Répartition des patients PR selon I'age.



Le sexe ration est de 4F/1H pour les patients et les témoins.

20% B Femmes
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80%

Figure26. Répartition des patients et témoins selon le sexe.

V.2 Résultats de I’étude sérologique

V.2.1 Analyse des résultats des éléments diagnostic

v' Les facteurs rhumatoides

L'analyse de FR a retrouvé :
» Un taux positif chez 44(59%) patients contre 31(41%) patients FR négatif avec un taux
moyen de FR de 223,9 + 334,8 [9,88 — 1820] Ul/ml.
» Un taux positif chez 2(7%) témoins contre 28(93%) témoins FR négatif avec un taux

moyen de FR de 19,97 + 92,95 [0-512] Ul/ml.
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Figure.27 Comparaison des moyennes de FR en fonction des patients et témoins.
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v’ Les anticorps anti peptides et/ou protéines citrullinés

L'analyse d’ACPA chez les patients a retrouvé un taux sérique positif chez 46(61%) patients
contre 29(39%) patients avec ACPA négatif.
Le taux moyen d’ACPA est de 167,3 + 267,4 [2 —1114] UR/ml.

v' DAS 28
Les patients sont répartis en différents groupes en fonction du DAS28.

Tableau 11. Répartition des patients en fonction du DAS28.

Activité Rémission Faible Modérée Forte
Patients 6 8 34 27
Pourcentage 8% 11% 45% 36%
45%

Figure 28. Répartition des patients PR en fonction du DAS28.

Il'y a plus de sujets qui représentent une PR modérée a forte activité avec une moyenne de

4,41+1,48 [1,13-7,75].

V.2.1 Résultats de I'analyse du bilan inflammatoire

v" La CRP

L'analyse de la CRP a retrouvé :
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» Une CRP élevée chez 50(67%) patients contre 25(33%) patients CRP normale avec une
moyenne de 29,32 + 57,38 [0,1-389] mg/I.
» Une CRP élevée chez 3(10%) témoins contre 27(90%) témoins CRP normale avec une

moyenne de 5,1+15,67 [0,1-84,4] mg/I.
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Figure 29. Comparaison des moyennes de CRP en fonction des patients et témoins.

v’ LaVs

La VS a été lancé pour I'ensemble de nos patients, elle a été faite au niveau de l'unité
d’hémobiologie du laboratoire centrale du CHU Blida par technique capillaire type
Westergreen.

On a considéré comme pathologique les VS> 14 mm/h chez la femme et des VS> 10 mm/h
chez ’lhomme.

L'analyse de la VS chez les patients a retrouvé une VS accélérée chez 49(65%) patients contre
26(35%) patients avec une VS normale.

La moyenne de la VS est de 29,39 + 26,78 [2 — 130] mm/h.

V.3 Résultats de I’étude génétique

Les résultats du génotypage du FCGR ont permis de distinguer 3 groupes de patients en

fonction du polymorphisme étudié : Le FCGRIIA- H131R et le FCGRIIIA- F158V.

V.3.1 Legéne FCGR2A

La répartition des témoins et patients selon leur génotype est représentée dans la figure
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Figure 30. Répartition des alleles FCGR2A du gene chez les patients et les témoins.
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HH : homozygote sauvage présente I’AA Histidine.

RR : homozygote muté présente I’AA argenine

HR : hétérozygote présente les deux AA histidine et argenine.

V.3.1.1 Distribution du polymorphisme FcyRIIA-R131H chez les patients et les

témoins

Aucune différence significative n’est retrouvé entre le groupe témoins et le groupe patients

atteints de PR pour le polymorphisme concernant le FcyRIla-R131H.

Tableau 12. Distribution de polymorphisme de FcyRlla-R131H chez les patients et les

témoins.
Patients Témoins P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N=75 N=30
HH 15(20%) 8(27%) 0,628 - -
HR 39(52%) 13(43%) 0,558 - -
RR 21(28%) 9(30%) 1 - -
F.Allélique n(%) N=150 N=60
H 69(46%) 29(48%) 0,878 - -
R 81(54%) 31(52%) 0,878 - -
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V.3.1.2 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIA-R131H avec les facteurs

rhumatoides

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRlla-

131 entre Patients FR positif et FR négatif.

Tableau 13. Distribution de polymorphisme FcyRlla-R131H chez les patients avec la

production du FR.

FR

FR

positif négatif P OR IC95%
F.Phénotypique n(%) N=44 N=31
HH 7(16%) 9(29%) 0,2802 - -
HR 26(59%) 12(39%) 0,1326 - -
RR 11(25%) 10(32%) 0,6685 - -
F.Allélique n(%) N=88 N=62
H 40(45%) 30(48%) 0,8506 - -
R 48(55%) 32(52%) 0,8506 - -

V.3.1.3 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIA-R131H avec la production des

anticorps anti peptides et/ou protéines citrullinés

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRlla-

R131H entre Patients atteints de PR ACPA positif et ACPA négatif.

Tableau 14. Distribution de polymorphisme des FcyRlla chez les patients atteints de PR avec

la production d’ACPA.

A o e
F.Phénotypique n(%) N=46 N= 29
HH 7(15%) 9(31%) 0,1806 - -
HR 26(57%) 12(41%) 0,2982 - -
RR 13(28%) 8(28%) 0,841 - -
F.Allélique n(%) N= 96 N=58
H 40(43%) 30(52%) 0,4135 - -
R 52(57%) 28(48%) 0,4135 - -
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V.3.1.4 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIA-R131H avec le score d'activité de

la maladie de 28 articulations (DAS28)

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRlla-

R131H entre Patients PR active et non active.

Tableaul5. Distribution de polymorphisme des FcyRlla-R131H chez les patients PR active et
non active.

Non active Active P OR IC95%
F.Phénotypique n(%) N=15 N=60
HH 4(27%) 12(20%) 0,833 - -
HR 7(47%) 31(52%) 0,954 - -
RR 4(26%) 17(28%) 0,847 - -
F.Allélique n(%) N=30 N=120
H 15(50%) 55(46%) 0,836 - -
R 15(50%) 65(54%) 0,836 - -

V.3.1.5 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIA-R131H et I'inflammation

Nous avons observé une différence significative pour la forme homozygote HH entre les
patients CRP positifs et les patients CRP négatifs, respectivement (33% vs 8%, p=0,018,
OR=5,5).

En ce qui concerne les formes alléliques, il existe une différence significative de l'allele
FCGR2A entre ces deux groupe (p=0,046, OR=2,048).

Tableaul6. Distribution de polymorphisme de FcyRlla-R131H chez les patients atteints de PR
avec la CRP.

CRP positif ~ CRP négatif P OR IC95%
F.Phénotypique n(%) N= 39 N=36
HH 13(33%) 3(8%) 0,018 5,5 1,42-21,36
HR 17(44%) 21(58%) 0,296 - -
RR 9(23%) 12(33%) 0,465 - -
F.Allélique n(%) N=78 N=72
H 43(55%) 27(38%) 0,046 2,048 1,06-3,936
R 35(45%) 45(62%) 0,046 2,048 1,06-3,936
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Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRlla-

R131H entre Patients VS positif et VS négatif.

Tableaul?7. Distribution de polymorphisme de FcyRIla-R131H chez les patients atteints de PR
avec la VS.

VS positif VS négatif P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N=53 N=22
HH 13(25%) 3(14%) 0,46 - -
HR 25(47%) 13(59%) 0,492 - -
RR 15(28%) 6(27%) 0,848 - -
F.Allélique n(%) N= 106 N= 44
H 51(48%) 19(43%) 0,71 - -
R 55(52%) 25(57%) 0,71 - -

V.3.1.6 Relation entre le polymorphisme FcyRIla-R131H et la réponse a la

biothérapie

Les résultats ci-dessous montrent que I’évolution de I'activité de la PR a 3 et 6mois de
traitement de biothérapie chez les patients atteints de PR, n’est pas associer au

polymorphisme FcyRIla-R131H
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Figure 31. L’association entre les génotypes FcyRllla H/H HR et RR avec la moyenne du DAS
28 des patients sous traitement de biothérapie, a 0, 3 et 6 mois
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Tableau 15. Distribution du polymorphisme de FcyRIla-R131H chez les patients atteints de
PR avec la réponse au traitement de biothérapie apres 3mois de traitement de biothérapie.

répgcrzgeur rtlé\:l)zl:]\(/:laeIZr P OR IC95%
F. phénotypique n(%) N=7 N=13
HH 0 4 0,2915
HR 7 6 0,0553
RR 0 3 0,4702
F. Allélique n(%) N=14 N=23
H 7 14 0,9207
R 7 12 0,9207

Tableau 16. Distribution du polymorphisme de FcyRlla-R131H chez les patients atteints de
PR avec la réponse au traitement de biothérapie apres 6mois de traitement de biothérapie.

Bon Mauvais
p OR IC 95%
répondeur  répondeur

F.phénotypique n(%) N=7 N=12
HH 2 2 0,9755 - -
HR 5 7 0,938 - -
RR 0 3 0,4299 - -

F.Allélique n(%) N=14 N=24
H 9 11 0,446 - -
R 5 13 0,446 - -

V.3.2 Legene FCGR3A:

La répartition des témoins et patients selon leur génotype est représentée dans la figure

102



63%
70%
60%
50% 39%
32%
40% 25% 23%

30%
13%
20%

10%

0%
\A% VF FF

H Patients B Témoins

Figure 32. Répartition des alleéles FCGR3A du gene chez les patients et les témoins

FF : homozygote sauvage présente I’AA phénylalanine.
VV : homozygote muté présente I’AA valine.

VF : hétérozygote présente les deux AA phénylalanine et valine.

V.3.2.1 Distribution de polymorphisme FcyRIIIA-F158V chez les patients et les

témoins

Il existe une différence significative pour la forme hétérozygote VF entre les patients et les

témoins, respectivement (39% vs 63%, p=0,038, OR=0,36).

En ce qui concerne les formes alléliques, nous retrouvons aucune différence significative de

I'allele FCGR3A entre le groupe témoins et le groupe de patients atteint de PR (p=0,743).
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Tableaul?. Distribution du polymorphisme FcyRIIIA-F158V chez les patients et les témoins.

Patients Témoins P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N=75 N=30
A% 19(25%) 4(13%) 0,52 - -
VF 29(39%) 19(63%) 0,038 0,36 0,14-0,95
FF 24(32%) 7(23%) 0,279 - -
F.Alléligue n(%) N=150 N=60
v 77(51%) 33(55%) 1 - -
F 67(45%) 27(45%) 0,743 - -

V.3.2.2 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIIA-F158V avec les facteurs

rhumatoides

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme

FcyRllla-F158V entre Patients FR positif et FR négatif.

Tableau 18. Distribution du polymorphisme FcyRIlla-F158V chez les patients avec la

production du FR.

FR positif FR négatif P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N= 44 N=31
oY, 11(25%) 8(26%) 0,8489 - -
VF 17(39%) 12(39%) 0,8147 - -
FF 15(34%) 9(29%) 0,8328 - -
F.Allélique n(%) N= 88 N= 62
v 39(44%) 28(45%) 0,9486 - -
F 47(53%) 30(48%) 0,6599 - -
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V.3.2.3 La relation entre le polymorphisme FcyRIIIA-F158V avec la production des

anticorps anti peptides et/ou protéines citrullinés

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRllla-

F158V entre Patients atteints de PR ACPA positif et ACPA négatif.

Tableau 19. Distribution de polymorphisme des FcyRllla-F158V chez les patients atteints de
PR avec la production d’ACPA.

ACPA positif  ACPA négatif P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N= 46 N= 29
VvV 13(28%) 6(21%) 0,6444 - -
VF 20(44%) 9(31%) 0,0952 - -
FF 13(28%) 11(38%) 0,5352 - -
F.Allélique n(%) N=96 N= 58
Vv 46(50%) 21(36%) 0,1372 - -
F 46(50%) 31(53%) 0,8074 - -

V.3.2.4 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIIA-F158V avec le score d'activité

de la maladie de 28 articulations (DAS28)

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRllla-

F158V entre Patients PR active et non active.
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Tableau20. Distribution du polymorphisme des FcyRlIlla-F158V chez les patients PR active et
non active.

Non active Active P OR IC 95%

F.Phénotypique n(%) N=15 N=60

A% 4(27%) 20(33%) 0,914 - -

FV 5(33%) 24(40%) 0,717 - -

FF 4(27%) 15(25%) 0,962 - -
F.Allélique n(%) N=30 N=120

v 13(43%) 64(53%) 0,654 - -

F 13(43%) 54(45%) 0,941 - -

V.3.2.5 Larelation entre le polymorphisme FcyRIIIA-F158V et I'inflammation

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRllla-

F158V entre Patients atteints de PR CRP positif et CRP négatif.

Tableau 21. Distribution de polymorphisme de FcyRIlla-F158V chez les patients atteints de
PR avec la CRP.

CRP positif ~ CRP négatif P OR IC95%
F.Phénotypique n(%) N=39 N=36
oY, 11(28%) 8(22%) 0,694 - -
VF 15(38%) 14(39%) 0,847 - -
FF 11(28%) 13(36%) 0,677 - -
F.Allélique n(%) N=78 N=72
v 37(47%) 30(42%) 0,585 - -
F 37(47%) 40(56%) 0,406 - -

Aucune différence significative pour la distribution de génotype de polymorphisme FcyRllla-

F158V entre Patients atteints de PR VS positif et VS négatif.
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Tableau 22. Distribution de polymorphisme de FcyRIlla-F158V chez les patients atteints de
PR avec la VS.

VS positif VS négatif P OR IC 95%
F.Phénotypique n(%) N=53 N=22
A% 16(30%) 3(14%) 0,227 - -
VF 21(40%) 8(36%) 0,997 - -
FF 14(26%) 10(45%) 0,181 - -
F.Allélique n(%) N= 106 N=44
v 53(50%) 14(32%) 0,063 - -
F 49(46%) 28(64%) 0,078 - -

V.3.2.6 Relation entre le polymorphisme FcyRIla-R131H et I’évolution de la

polyarthrite rhumatoide chez les patients sous traitement de biothérapie

Les résultats ci-dessous montrent que I’évolution de I'activité de la PR 3 et 6mois de
traitement de biothérapie chez les patients atteints de PR, n’est pas associer au

polymorphisme FcyRIlla-F158V

m 0 mois
® 3mois

M 6mois

FF VF (A%

Figure 33. L’association entre les génotypes FcyRllla F/F, VF et VV avec la moyenne du DAS
28 des patients sous traitement de biothérapie, a 0, 3 et 6 mois.

Tableau 23. Distribution du polymorphisme de FcyRIlla-F158V chez les patients atteints de
PR avec la réponse au traitement de biothérapie apres 3mois.
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Bon

Mauvais

répondeur répondeur P OR IC 95%
F, phénotypique n(%) N=7 N=13
FF 2 2 0,7743
FV 2 7 0,5402
Vv 3 3 0,6824
F. allélique n(%) N=14 N=23
F 6 11 0,7628
\Y 8 13 0,9207

Tableau 24. Distribution du polymorphisme de FcyRIlla-F158V chez les patients atteints de
PR avec la réponse au traitement de biothérapie apres 6mois.

PR non

active PR active p OR IC95%
F, phénotypique n(%) N=7 N=13
FF 1 3 0,7743 - -
FV 4 5 0,5402 - -
A% 2 3 0,6824 - -
F. allélique n(%) N=14 N=23
F 6 11 0,7628 - -
Vv 8 13 0,9207 ; ]
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DISCUSSION



Plusieurs polymorphismes dans les genes des récepteurs FcyRs qui modifient I'affinité du
récepteur pour son ligand ont été associés a la PR chez 'homme. Le but de notre étude est
d’évaluer I'importance du polymorphisme FCGR2A et FCGR3A chez les patients Algériens
atteints de PR et de mettre en évidence des liens entre ces polymorphismes et la PR et/ou sa

gravité en I'occurrence |'atteinte articulaire.

Sur le récepteur FcyRlla, le polymorphisme (rs 1801274) se traduit par la substitution d’'une
arginine (R131) par une histidine a la position 131(H131) dans le deuxiéme domaine
extracellulaire du récepteur. Cette substitution augmente I'affinité du récepteur pour son
ligand ce qui améliore la phagocytose médiée par les IgG. Le FcyRlla-131H est de plus le seul

récepteur FcR capable de lier de facon efficace I'lgG2 (194; 251;253.

Dans notre étude, on n’a pas trouvé une association de I'alléle R131 avec le développement
de la PR chez les Algériens ce qui est en concordance avec les études sur la population

asiatique (242 ; 243).

Le polymorphisme FcyRllla-F158V (rs 396991) affecte lui aussi I'affinité du récepteur a son
ligand. En effet, contrairement a I'allele 158F, le FcyRllla-158V a une plus forte affinité au
IgG1, 1gG3 et lie I'lgG4 (190; 189). Dans notre population, il existe une association de la
forme hétérozygote VF avec le développement de la PR (P= 0.038). Ce polymorphisme est
décrit comme étant un facteur protecteur de I'atteint de PR (OR= 0.36 ; [0.14-0.95]). En ce
qui concerne les formes alléliques, nous retrouvons aucune différence significative de I'alléle
FCGR3A (p=0.743). Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés chez les européens.

Dans les études sur les populations asiatiques, les résultats sont contradictoires (242).

Les auto-anticorps produit par les LB activé peuvent jouer un réle important dans l'initiation
et la progression de l'arthrite inflammatoire. Il est bien connu que les patients PR sont
caractérisés par la présence de multiples auto-AC, y compris le FR et ACPA. Les
polymorphismes génétiques peuvent provoquer une efficacité de liaison différentiel de FcyR
avec des AC IgG et des Cl, les rendant aussi génes candidat critique pour influencé la

présence des auto-AC dans la PR (254).

Les effets possibles de FcyRlla sur I'auto-Ac peuvent étre apparentés a la phagocytose ou

I’endocytose médiée par ce récepteur sur les macrophages et les monocytes. Les individués
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homozygote pour I'allele H ont une liaison plus efficace des sous classe des IgG2 et conférent
une clairance plus efficace des auto-Ac et des Cl. Cela peut donc étre associer a des patients

atteints de PR avec auto-Ac négatif (255)

En effet, aucune différence significative des génotypes FCGR2A-131 et FCGR3A-158 n’été
trouvé entre les patients FR positif et FR négatif et entre les patients ACPA positif et ACPA
négatif. Ce qui est contradictoire aux résultats obtenus chez les populations caucasienne et
asiatique (256 ;257 ; 258). Le conflit des résultats peut donc étre du a des différences de
I'ethnicité, les méthodes et les criteres de recrutements, les méthodes de génotypage, les

approches analytiques, et la taille réduite de I’échantillon.

FcyRIIA est fortement exprimé sur les neutrophiles. De plus, il a est capable d’éliminé
complétement les complexes immuns et par conséquent prévient I'activation des cellules

inflammatoires.

On a observé une différance significative pour la forme homozygote HH entre les patients
CRP positif et patients CRP négatif (p=0.018 ; OR= 5.5). Ce qui est expliqué par le réle majeur

de FcyRlla dans l'initiation de I'inflammation induite par des complexes immuns (259).

Contrairement a la VS ou aucune différence significative a était trouvé pour le
polymorphisme FcyRIlaR-131H entre les patients VS positif et VS négatif. En plus le
polymorphisme FcyRllla ne présente aucune relation significative avec les parametres de

I'inflammation. Les patients attient de PR en besoin de recherche.

D’aprés I'étude de la différence entre l'activité de la PR évaluée par le DAS28 et les
polymorphismes des deux génotypes RFCG2A et RFCG3A, les résultats sont non

significatives, ce qui n’est pas en corrélation avec d’autres études publier (260).

De plus, I'étude de I'association entre la réponse au traitement a la biothérapie et les deux
polymorphismes étudier ,a aboutit a un résultat non significative, ce qui est contradictoire
au résultats obtenus des autres études (261 ; 262 ; 263), cela est du a la petite taille de
I’échantillon dans le groupe de patients traité par la biothérapie ; I'’échantillon <30 n’obéie

pas a la loi statistique, donc on peut utiliser des testes non paramétriques ;d’autre cohorte a
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grande échelle sont nécessaire pour confirmé I'association de ces polymorphisme et la

réponse a la biothérapie.
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CONCLUSION



pour la premiére fois les polymorphismes des FcyRs ont été étudiés dans une population
Algérienne atteinte de la PR,. Cette étude a mis en évidence la singularité de la population
algérienne qui possede une forte représentation de la forme hétérozygote du FcyRllla-
F158V, et qui représentent un facteur protecteur de la PR. Lexistence de ces
polymorphismes est importante a connaitre afin de mieux comprendre la physiopathologie
de la PR dans la population Algérienne de prévoir sont évolution au court d’une

immunothérapie adapté.

En perspective, de grandes cohortes et analyse de variance multiple sont nécessaire pour
confirmer davantage les associations entre FcyRs avec RA dans la population algérienne, et
pour élucider leur role biologique dans la physiopathologie de la PR. Ainsi que La recherche
des alléles de susceptibilité a la PR dans la population Algérienne doit étre complétée par les
combinaisons avec d’autres genes de susceptibilité déja cités individuellement dans d’autres

populations comme le géne HLA DR ou du PTPN22.



ANNEXE



Annexel

Criteres de classification ACR 1987

Critére

1. Raideur matinale

Définition
Raideur matinale dans et autour des articulations pendant au moins 1 h
avant amélioration maximale

Au moins trois zones articulaires présentant simultanément un oedeme

2. L'arthrite de troisdes tissus mous ou du liquide (pas de surcroissance osseuse seule)

ou plusieurs zones

articulaires

3. Arthrite des
articulations de la

main
4. 'arthrite

symétrique

5. Les nodules

rhumatoides

6. Facteur

rhumatoide sérique

7. Changements

radiographiques

observées par un médecin (les 14 zones articulaires possibles sont [droite
ou gauche] PIP, MCP, poignet, coude, genou, cheville et articulations MTP

)

Au moins une zone articulaire tuméfiée comme ci-dessus dans un joint de

poignet, de MCP ou de PIP

Implication simultanée bilatérale des mémes zones articulaires (comme
dans le critere 2) I'atteinte des articulations PIP, MCP ou MTP est
acceptable sans symétrie absolue)

Nodules sous-cutanés sur des proéminences osseuses ou des surfaces
d'extenseurs, ou dans des régions juxta-articulaires, observés par un
médecin

Démonstration de quantités anormales de «facteur rhumatoide» sérique
par toute méthode ayant été positive chez moins de 5% des sujets
témoins normaux

Modifications typiques de la PR sur les radiographies de la main et du
poignet, qui doivent inclure des érosions ou une décalcification osseuse
non équivoque localisée ou adjacente aux articulations touchées (les

modifications de |'arthrose seules ne sont pas admissibles)

116



Annexe 2 :

Le Score de Sharp modifié par Van den Heijd
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Score d'erosion

16 sites/main x 2 + 6 sites/pied x 2

echelle gradues de 1 en 1 avec une valeur

maximale de 3 aux mains et de 10 aux pieds

score maximum ; (3% 32) + (10x 12) = 280

Score maximum = 448

score maximum ; 4 x 42 = 168

Score de pincement de ('interligne
13 sites/main x 2 + 6 sites/pied x Z

schelle gradues de 1 en 1 aves une valeur manmale de 4
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Annexe 3

Indice fonctionnel HAQ

(Health Assessment Questionnaire)
Définition:
Il s’agit d’un indice reflétant le statut fonctionnel (capacité fonctionnelle) du patient. Le HAQ
(Health Assessment Questionnaire) est un auto-questionnaire (adaptation francaise du
Stanford Questionnaire) mesurant les aptitudes quotidiennes du patient la semaine précédente.
Mode d’emploi en pratique:
Le patient remplit seul son questionnaire. Chaque question est cotée de 0 a 3 selon la
difficulté ressentie par le patient:
*0 = aucune difficulté.
*1 = quelques difficultés.
2 = beaucoup de difficultés.
*3 = impossible.
La note pour chacun des 8 domaines est celle correspondant a la note la plus forte obtenue
parmi les 2-3 réponses aux questions du domaine (idem si donnée manquante). La notion
d’une aide et/ou d’un recours a des appareils modifie la cotation qui devient au moins 2. On
attribue la note 3 si la note préalable est déja =3.
L’indice fonctionnel ou “disability index®, est la somme des cotations des divers domaines
concernés, divisée par 8 (nombre de domaines évalués). On peut proposer, par exemple, une
mesure tous les 6-12 mois.
Interprétation: le score obtenu est compris entre 0 et 3.
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Annexe 4:

Automate BIO ROBOT EZ1

i

Kit Quiagen pour extraction d’ADN
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Annexe 5 : Matériel et réactifs utilisée dans la RT-PCR

Automate « Applied Biosystems » chargé de lecture RT-PCR
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Paillasse de biologie moléculaire

REACTIFS
TagMan SNP TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
GenotypingAssays Biosystems)
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Annexe 6

Presentation grafique des resultat obtenus apres lecture des SNP sur RT-PCR

122



Annexe 7

Présentation des SNP en cas d’échec de lecture sur RT-PCR
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Résumé : Les récepteurs du Fc des Immunoglobulines G (FcyR) sont impliqués dans de
nombreuses réactions immunitaires. Deux groupes de faible affinité existent : les FcyRlla/b/c
et les FcyRllla/b, FcyRIlb étant le seul inhibiteur. Plusieurs polymorphismes, modifiant
I'affinité au ligand et la réponse du récepteur, sont favorisés par une pression de sélection
infectieuse et associés aux Maladies Auto-Immunes (MAI). Nous avons étudié I'association
des polymorphismes FcyRlla-R131H et FcyRllla-F158V a la PR dans notre population. Nos
résultats montrent que le phénotype FcyRllla-158VF peut avoir un role protecteur avec
I’atteinte de la PR tandis que le phénotype FcyRlla-131HH pourrait étre un biomarqueur de

I'inflammation chez les patients Algériens atteints de PR.

Abstract: Immunoglobulin G Fc receptors (FcyR) are involved in many immune responses.
Two low affinity groups exist: FcyRlla / b / c and FcyRllla / b, FcyRllb being the only inhibitor.
Several polymorphisms, modifying the ligand affinity and the receptor response, are favored
by an infectious selection pressure and associated with Autoimmune Diseases (MAI). We
studied the association of FcyRlla-R131H and FcyRllla-F158V polymorphisms to RA in our
population. Our results show that the FcyRIlla-158VF phenotype may have a protective role
with RA involvement while the FcyRlla-131HH phenotype could be a biomarker of

inflammation in Algerian patients with RA.
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