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Résumé

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une pathologie auto-immune qui affecte pres de 1% de
la population mondiale et se caractérise par une inflammation articulaire, des altérations
cartilagineuses et osseuses notamment associées a des douleurs articulaires chroniques.

Cependant, la précocité du diagnostic est un élément déterminant de la prise en charge
optimale de la PR. Ainsi l'objectif de notre étude est d'évaluer I’implication des biomarqueurs
du remodelage osseux (CTX-1 et OCL), la MMP-3 et la vitamine D dans la sévérité de la PR,
chez des patients Algériens.

Notre étude a porté sur 100 patients atteints de PR (&ge : 50 + 13 ans ; sexe ratio : 1 :6 ; durée
d'évolution : 8 £ 3 ans), comparés a 60 sujets sains (age : 29 + 9 ans ; sexe ratio : 1 :5). Nous
avons recherché dans la population étudiée : la CRP et le FR par Néphélémétrie-Laser, les
ACPA par la technique ELISA (EuroIMMUNT™), les bio-marqueurs du remodelage osseux
(OCL et CTX-1), la MMP-3 et le dosage de la vitamine D par la technique ELISA.

L'analyse des résultats obtenus montre clairement que I'OCL (p < 0,005) est plus produite
chez les sujets sains contrairement au CTX-1 (p < 0,01), qui est plus produit chez les patients
atteints de PR, notamment, dans sa forme érosive. Ceci est plus accentué chez les patients de
sexe féminin comparés aux sujets sains du méme sexe (p < 0,001).

Quant a la comparaison des patients atteints de PR présentant une forme érosive vs. non
érosive, elle a montré que le CTX-1 soit associé a I'érosion (p < 0,04). Par ailleurs, pour la
MMP-3 et la vitamine D, nos résultats montrent que la MMP-3 est significativement plus
produite chez les patients vs. sujets sains tandis qu’aucune différence significative n’a été
obtenue pour la vitamine D.

Les biomarqueurs de remodelage osseux (OCL et CTX-1) et le MMP-3 sont directement liés
a la séverité de la PR dans notre population.

Mots clés : Polyarthrite rhumatoide, remodelage osseux, biomarqueurs, OCL, CTX-1, MMP-
3.



Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is an auto-immun disease that affects nearly 1% of the
world's population and is characterized by joint inflammation, cartilage and bone
alterations, particularly associated with chronic joint pain.

However, the early diagnosis is a determining factor in the optimal management of
RA. Thus, the objective of our study is to evaluate the involvement of biomarkers of
bone remodeling (CTX-1 and OCL), MMP-3 and vitamin D in the severity of RA, in
Algerian patients.

Our study involved 100 patients with RA (age: 50 £ 13 years; sex ratio: 1: 6;
development time: 8 + 3 years), compared to 60 healthy subjects (age: 29 = 9 years;
sex ratio: 1: 5). We looked for in the studied population: CRP and FR by Laser
Nephelemetry, ACPA by ELISA technique (EuroIMMUNTM), biomarkers of bone
remodeling (OCL and CTX-1), MMP-3 and assay of vitamin D by the ELISA
technique.

Analysis of the results obtained clearly shows that OCL (p <0.005) is more
produced in healthy subjects unlike CTX-1 (p <0.01), which is more produced in
patients with RA, in particular, in its erosive form. This is more pronounced in female
patients compared to healthy subjects of the same sex (p <0.001).

As for the comparison of patients with RA with an erosive form vs. non-erosive, it
showed that CTX-1 is associated with erosion (p <0.04). Furthermore, for MMP-3
and vitamin D, our results show that MMP-3 is significantly more produced in
patients vs. healthy subjects while no significant difference was obtained for vitamin
D.

Bone remodeling biomarkers (OCL and CTX-1) and MMP-3 are directly related to
the severity of RA in our population.

Keywords: Rheumatoid arthritis, bone remodeling, biomarkers, OCL, CTX-1,
MMP-3.
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INTRODUCTION

La Polyarthrite Rhumatoide (PR) est le plus fréequent des rhumatismes inflammatoires
chroniques (Combe et al., 2015). Elle affecte 0,5 a 1% de la population mondiale, survenant
plus fréeguemment chez les femmes (Song et Lin., 2017). La dénomination de la « PR »
remonte a 1850 tandis que ses critéres de classification n’ont été établis qu’il y a de cela une
cinquantaine d’années (Scott et al., 2010). C’est une pathologie multifactorielle impliquant
des facteurs environnementaux, génétiques, immunologiques voire méme et surtout
psychologiques (stress, composante majeure) (Combe et al., 2015).

Sur le plan clinique, la PR se caractérise par la survenue d’arthralgies voire méme
d’arthrites avec une érosion osseuse pouvant nuire gravement a la fonction physique du
patient et a sa qualité de vie (Sparks, 2019). Cette destruction de I’articulation atteinte remet
en cause le remodelage osseux qui, a 1’état physiologique, est un processus continu se
produisant durant la vie. Ledit processus posséde des marqueurs biochimiques (BTM, Bone
Turnover Markers) classés en biomarqueurs de :

- Résorption osseuse dont le CTX-1 (« Carboxy-Terminal collagen crosslinks » ou

« Télopeptides du Collagéne osseux de type 1 ») ;

- Formation osseuse dont I’OCL (Ostéocalcine) (Gravallese et al., 2015 ; Jingiao et al.,

2016).

Dans les conditions physiologiques, les ostéoclastes de résorption osseuse et les
ostéoblastes d’ostéogénése sont hautement régulées pour assurer I’homéostasie. Cependant,
cette derniere est perturbée par I’inflammation liée a la PR et induit une destruction osseuse
(Gravallese et al., 2015) et en parallele, la synoviale produit de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires ainsi que des protéase, parmi lesquelles figure la MMP-3 (Métalloprotéase
Matricielle 3) considérée comme la principale protéase responsable de la dégradation
articulaire chez les patients polyarthritiques (Lerner et al., 2019). Dans cette étude, nous nous
sommes fixés pour objectifs :

o Principal : Comparer les taux sériques des biomarqueurs de remodelage osseux (OCL
et CTX-I), de la MMP-3 et de la Vitamine D des patients PR a ceux de la population
témoin ;

o Secondaires :

1. Evaluer la production des biomarqueurs de remodelage osseux, chez les
patients, en fonction du sexe et de 1’age, de la ménopause, afin d’écarter les
effets de 1’ostéoporose, et la forme de la maladie (érosion ou non) ;

2. Doser, dans un but pronostique, la MMP-3 et la Vitamine D, en fonction des

statuts de la ménopause et de I’érosion osseuse des patients.

1
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I-1. POLYARTHRITE RHUMATOIDE
I. 1-1. Définition

La polyarthrite rhumatoide (PR) est la maladie rhumatismale inflammatoire auto-immune
chronique, la plus fréquente. Il s’agit d’une inflammation persistante des membranes
synoviales (synovites) qui touche au moins trois articulations principalement : les poignets,
les articulations métacarpo-phalangiennes, les interphalangiennes proximales et les pieds
(Figure 1). Ces synovites peuvent conduire a des Iésions du cartilage et des os ou parfois a
une destruction totale des articulations et par conséquent, des pertes de fonction des membres
(Borderie, 2012 ; Hernandez et al., 2017 ; Song et Lin., 2017).

Outre les atteintes poly-articulaires, la PR se caractérise par des manifestations extra-
articulaires chez environ 50% des patients. Les poumons, le cceur et le systéme nerveux

peuvent étre atteints (Das et Padhan., 2017).

Articulation normale Articulation atteinte de PR

Destruction de I'os
et du cartilage

lisas \ Pannus

.

—— C(apsule articulaire
- inflammée

Membrane ——
synoviale

f

Figure 1. Articulation saine et articulation d’un patient atteint de PR (Hassan et Gosset.,
2015).

. 1-2. 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 (Roux, 2007 ; Minichiello et al., 2017).
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Cette pathologie est de fagon certaine le rhumatisme inflammatoire chronique le plus
fréquent : il atteint 0,3 & 1% de la population adulte mondiale, selon les études (El Bakkouri
et Fellah., 2014).

L’age moyen d’apparition des premiers signes de la pathologie se situe autour de 50 ans
(Song et Lin., 2017). Elle touche plus les femmes avec un sex-ratio est de 2 a 5 femmes
atteintes pour 1 homme atteint, mais cette différence diminue progressivement au-dela de 70
ans (Baclé , 2012).

En Algérie, la prévalence de la PR a été estimée par une seule étude faite en 2010 dans la
ville de Barika. La prévalence de la PR de la population locale a été estimée de 0.13%. La
prévalence ajustée selon I'age et le sexe pour I'ensemble de la population de I'Algérie a été
estimée a 0.15% (Slimani et Ladjouze., 2014).

Les patients atteints de PR ont un risque de mortalité plus élevé que la population générale.
Des études menees au cours des 50 derniéres années ont systematiquement observé des
patients atteints de PR présentant un risque de mortalité 1,5 fois plus elevé que la population

générale (Oton et Carmona., 2020).
. 1-3. Etiologie

La polyarthrite rhumatoide est, a I’image d’autres maladies auto-immunes, une maladie
multifactorielle dont 1’origine exacte reste encore inconnue (Sany, 2003 ; Firestein et al.,
2017).

En effet, il semblerait que la PR ne soit pas la conséquence d’une cause unique, mais plus
vraisemblablement que plusieurs facteurs présents en méme temps chez un méme patient en
soient responsables. Ces facteurs sont tout aussi bien environnementaux qu’intrinséques au
patient (facteur génétique, trouble hormonal, infection virale, trouble psychologique, facteur
alimentaire...). Ainsi, [Dinteraction de ces facteurs pourrait étre a 1'origine du
dysfonctionnement du systéme immunitaire et au déclenchement de la maladie (Figure 2)
(Sany, 2003 ; Firestein et al., 2017).

Le ou les antigénes a 1’origine du déclenchement de la PR restent incertains en dépit des
nombreuses recherches réalisées sur ce sujet. Ce trouble immunitaire pourrait étre le résultat
de la présence d’antigenes dits « endogenes » (le collagene, la glycoprotéine 39 du cartilage
ou bien encore des facteurs rhumatoides) ou d’autres dits «exogeénes» (protéines de chocs

thermiques, agents infectieux, etc.) (Sany, 2003 ; Firestein et al., 2017).
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Figure 2. Facteurs de risques liés au développement de la polyarthrite rhumatoide (Mclnnes
et Schett., 2011)

Synovite

1.1. 3-1. Facteurs environnementaux

Les prévalences variables de la maladie selon la zone géographique laissent suggérer
I’intervention de I’environnement. Plusieurs facteurs sont mis en cause, tels que le tabagisme,
la pollution atmosphérique, la consommation d’alcool, des contraceptifs orauX, la carence en
vitamine D, et certaines infections (Pradeepkiran, 2019). Néanmoins, seuls le tabagisme et le

contact avec certains agents infectieux particuliers ont été le sujet d’études rigoureuses
(Oliver et Silman., 2006).

Le tabagisme: L’exposition active a la fumée de cigarette constitue le risque
environnemental le plus important associé a une PR augmentant le risque jusqu'a 40% (De

Cock et Hyrich., 2019). Celui-ci serait multiplié par deux par rapport a des non-fumeurs



Chapitre | RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

(Chang et al., 2014). L’exposition passive prolongée notamment dans I’enfance pourrait, elle
aussi, accroitre le risque de PR chez les fumeurs (Seror et al., 2017). La probabilité de
développer une PR est augmentée a la fois par la durée et I’intensité du tabagisme avec une
influence plus importante de la durée du tabagisme (Costenbader et al., 2006 ; Di Giuseppe
et al., 2013 ; Hedstrom et al., 2018).

Les agents infectieux : la similitude des symptomes entre des arthrites d’origine virale et
la PR ainsi que les pics saisonniers de PR ont permis aux chercheurs d’orienter les recherches
sur une origine infectieuse a la maladie. Des structures moléculaires similaires entre quelques
antigenes infectieux et articulaires pourraient expliquer ce fait. Par I'intermédiaire de ce
mimétisme moléculaire, les agents infectieux peuvent ainsi créer un dysfonctionnement
immunitaire et ainsi initier la pathologie (Sany, 2003). Plusieurs virus et bactéries sont
suspectés, on retrouve E. coli, le virus de I’hépatite C, le virus de la rubéole mais seul le virus
d’Epstein-Barr ou EBV reste la cible de prédilection (Menkes et al., 2004 ; Ghozlani et al.,
2012).

I.1. 3-2. Facteurs génétiques

L’existence d’une prédisposition génétique dans la PR a été mise en exergue suite a
I’observation d’une agrégation familiale de la pathologie et de I’étude de concordance chez
les jumeaux monozygotes et dizygotes. L’ héritabilité de la PR est estimée entre 40 et 50%
pour les PR séropositives (PR-ACPA+, anti-citrullinated protein antibodies) et entre 20 et
30% pour les PR séronégatives (PR-ACPA-) (Frisell et al., 2013; Frisell et Askling., 2016).
De nombreuses études ont permis d’identifier des génes de susceptibilité de la PR. Parmi eux,
le plus connu est le locus HLA mais il existe d’autres facteurs génétiques non-HLA dans la
prédisposition a la PR (Viatte et Barton., 2017).

Le marqueur génétique de la PR le mieux étudié et le plus significatif est sans aucun doute
une région du gene HLA-DRBI, souvent surnommé «1’épitope partagé». Parmi les génes non-
HLA associés a un risque de PR ayant les scores d’association les plus élevés nous citons les
genes : PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non receptor type 22), TNF (Tumor Necrosis
Factors), IL-6, CRP (Protéine C réactive), CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), IL-
6, IL-10...etc (Dieudé et Cornélis., 2005; Angelotti et al., 2017; Viatte et Barton., 2017).
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I.1. 3-3. Facteurs immunologiques

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie d’origine immunologique (auto-immune),

qui débute avec une activation anormale du systeme immunitaire.

Comme toute maladie auto-immune, la PR résulte d’un dysfonctionnement du systéme
immunitaire qui ne reconnait pas les propres constituants de 1’organisme (les « auto-antigenes
») et va s'attaquer a eux. On parle alors de « rupture de la tolérance ». L’origine de la rupture
de tolérance reste le plus souvent énigmatique. Plusieurs cellules et acteurs immunitaires
peuvent étre impliqués, notamment : les cellules dendritiques, les macrophages, les
neutrophiles, les LT et LB qui contribuent differemment a la pathogenése de la maladie
(Khandpur et al., 2013; Sur Chowdhury et al., 2014; Berthelot et al., 2017; Demoruelle et
al., 2017).

Les neutrophiles actives sont capables de former des filaments extracellulaires composés
d’ADN, d’histones et de protéines appelés pieges extracellulaires des neurotrophiles ou
neutrophil extracellular traps (NETSs). La formation de NETSs entraine la lyse du neutrophile
et cette mort cellulaire est appelée NETose. La NETose semble jouer un rdle dans les
mécanismes physiopathologiques de plusieurs pathologies auto-immunes, dont la PR, en
modifiant I’exposition des autoantigénes au systéme immunitaire et en participant a la rupture
de tolérance. L’une des hypothéses repose sur la présence d’antigenes cibles des ACPA (Anti-
Citrullinated Protein Antibodies) produits dans la PR au niveau des NETSs qui participe a la
synthese des ACPA dans les synoviales rhumatoides (Khandpur et al.,, 2013; Sur
Chowdhury et al., 2014; Berthelot et al., 2017; Demoruelle et al., 2017).

Outre la NETose, ’autophagie semble jouer un role dans la progression pathologique de la
PR. En effet, le taux d’autophagie est augmenté dans les cellules T CD4+ des patients
polyarthritiques entrainant une perte de leur homéostasie et une augmentation de leur

résistance a 1’apoptose ce qui pourrait promouvoir la PR (Van Loosdregt et al., 2016).

Bien que le réle exact des lymphocytes T dans la PR reste incertain, il existe des preuves
convaincantes suggeérant que les lymphocytes T CD4+ contribuent de maniére significative a

la réponse auto-immune chronique de la PR.

Les cellules T-helper de type 1 (Thl) sont fortement activées dans la PR et sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires telles que I''FN-y, 11L-2 et le TNF-a (Meednu et al., 2016). En
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outre, les cellules Thl activent les macrophages pour agir comme une CPA pour présenter des
autoantigenes par les molécules du CMH-11 aux cellules T (Cope, 2008).

D'autre part, les cellules T-helper de type 2 (Th2) sécretent des cytokines anti-
inflammatoires telles que I'lL-4 et I'lL-5 et jouent un réle central dans l'activation des cellules
B (Schulze-Koops et Kalden., 2001).

1.1. 3-4. Facteurs hormonaux

Les données épidémiologiques montrent que la PR est entre deux a cinq fois plus fréquente
chez la femme que chez I’homme (Cross et al., 2014), laissant supposer une implication
hormonale dans le déclenchement de la pathologie. Toutefois, une augmentation de 20 fois de
la concentration d'cestrogéne a été observée chez les patients atteints de PR et chez les deux

sexes (Pradeepkiran, 2019).

D’autre part, la grossesse possede un effet protecteur a la fois sur le déclenchement et
I’activité de la PR. En effet, durant la grossesse, les taux circulants des hormones placentaires
steroidiennes (i.e. cestrogénes, progestérone et cortisol) pourraient supprimer directement ou
indirectement 1’inflammation synoviale en inhibant le systéme immunitaire maternel et
induire une tolérance immune (Hughes et Choubey., 2014). Juste aprés la naissance, le risque
de PR est augmenté chez la mere durant les 3 premiers mois et diminue durant les 9 mois
suivants. On peut aussi noter que la PR se présente le plus souvent aprés la ménopause et
qu’une ménopause a un age jeune augmente le risque de PR (Alpizar-Rodriguez et al.,
2016). Par contre, a ’heure d’aujourd’hui, aucune étude pertinente n’a pu montrer de lien
significatif entre la prise d’un contraceptif hormonal oral ou d’une thérapie de remplacement
hormonale et le développement d’une PR (Alpizar-Rodriguez et al., 2016). Les résultats
quant aux rdles protecteurs ou de facteur de risque dans la PR des hormones restent
controversées car ils sont fortement dépendants de chacune des phases de la vie d’une femme

ainsi que des phases de la pathologie.

I.1. 3-5. Facteurs psychologiques

Les facteurs psychologiques dans la PR semblent participer a ’évolution de la pathologie
mais ne semble pas constituer un risque pour développer une PR en tant que tel. La dépression
est plus fréquente chez les patients PR (avec une prévalence comprise entre 14 a 48% en
fonction des études) et est associée a une augmentation de la douleur ressentie, du stress et de

la fatigue conduisant a une diminution de la qualité de vie des patients. La PR est aussi
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connue pour augmenter I’anxiété chez les patients (Matcham et al., 2013; Sturgeon et
Zautra., 2016).

I-2. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

La PR est une pathologie complexe et les mécanismes physiopathologiques mis en jeu sont
multiples et varient en termes d’intensité et de localisation, en fonction du stade de la
pathologie. L’origine de I’inflammation initiale demeure inconnue. Toutefois, on peut
affirmer que la cause de la PR dépend de I’apparition d’un ou de plusieurs auto-antigenes
dans un contexte génétique et environnemental, les cytokines tiennent une place centrale et
plusieurs catégories de cellules de I'immunité jouent un role déterminant avec une réactivité

anormale aux stimuli (Boissier et al., 2019).

L’inflammation de la membrane synoviale conduit a des pannus synoviaux, a des synovites
rhumatoides et a des destructions tissulaires touchant toutes les articulations ou également

conduisant a des atteintes extra-articulaires, notamment vasculaires (Boissier et al., 2019).
On distingue différents mécanismes physiopathologiques de Iésions articulaires :

- Des mécanismes enzymatiques non spécifiques par production en large quantité
d'enzymes proteolytiques (metalloproteines dont les collagénoses) qui dégradent le
cartilage, sous l'action des cytokines pro-inflammatoires.

- Des mécanismes immunologiques a médiation humorale avec la production de facteurs
rhumatoides, immuno-anti-1gG

- Des mécanismes immunologiques a médiation cellulaire avec une hyperactivité des
lymphocytes T CD4 +

- Des mécanismes faisant intervenir diverses interleukines, en particulier des cytokines
pro-inflammatoires 1’IL-1, le TNF-o et IL-6 par leurs actions sur l'inflammation et la
production d'enzymes protéolytiques (collagénases, stromélysines ou MMP), des
chimiokines tel que I’'I[L-8 par son action sur les polynucléaires neutrophiles
(Cantagrel, 2018).

La physiopathologie de la PR est caractérisee par 3 principales phases (Bouhdiche et

Larafa, 2013) :

- Phase d’initiation

- Phase d’inflammation de la membrane synoviale et de la destruction articulaire
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- Phase de réparation.
l. 2-1. Phase d’initiation

L’initiation est due a une réponse immunitaire non spécifique. Un terrain de prédisposition
associé a des facteurs environnementaux entraine des modifications épigénétiques, puis des
modifications post traductionnelles. L’enchainement de cette cascade conduit vers la perte de
la tolérance, puis a des synovites asymptomatiques avant le développement d’une arthrite
symptomatique.

Les initiateurs de la réponse inflammatoire sont des auto-antigenes situés dans les
articulations (collagéne de type Il, protéoglycanes, protéines de la matrice) ainsi que des
peptides exogénes avec un mimétisme génétique, issus de bactéries ou de virus (activation des
récepteurs TLR) (Beramtane, 2017).

Les ostéoclastes (macrophages résidents le tissu osseux) activés par les auto-antigénes
produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1, et '[L-6 qui
participent a I’amplification et a la persistance de 1’inflammation (Pillon et Michiels., 2013).

De plus, la présentation des auto-antigeénes par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA)
aux lymphocytes CD4 via la formation du complexe (CMH Il -Epitope -TCR), permet leur
activation. Une fois activés, les LT-CD4+ secretent des cytokines pro-inflammatoires : TNFa,
IL-6, IL -2 et INF-y qui a leurs tour vont participer a ’amplification de I’inflammation par
I’activation d’autres cellules immunitaire (Macrophage, fibroblastes, Lymphocyte B) eux-
mémes responsables de la production de cytokines pro-inflammatoires entrainant

I’inflammation et plus tardivement la dégradation ostéo-cartilagineuse (Baclé, 2012).
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Figure 3. Phase d'initiation de la PR (Benidir, 2009).

|. 2-2. Phase d’inflammation et de la destruction articulaire

Une fois la phase d’initiation est achevée, place a la migration des cellules immunitaires du
sang vers la synoviale ce qui méne a la formation d’une synovite qui est facilité par la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins nommé angiogenese, des le premier stade de la PR
(Baclé, 2012).

L’angiogenése est un phénoméne qui dépend des facteurs de croissance le VEGF
(Vascular-Endothelial-Growth Factor), ou I’angiostatine. Les cellules migrantes du sang vers
la synovie doivent disposer de molécules d’adhésion qui permettent leur fixation a
I’endothélium des capillaires de la synovie avant de pouvoir traverser la paroi endothéliale

(Baclé, 2012).

Apres cette étape, la synoviale se trouve infiltrer principalement de cellules immunitaires
dont les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles,
les mastocytes et les Lymphocyte T (Figure 4 et 5) (Baclé, 2012 ; Benfreha, 2018). Ces
différentes cellules sont recrutées au niveau de la membrane synoviale par une action
chimiotactique par des chimiokines (MCP-1, MIP-1, IL8) (Benfreha, 2018).

10



Chapitre | RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Figure 4. Articulation normale ((Benidir, 2009).
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Figure 5. Phase de recrutement et d’inflammation (Benidir, 2009).

Les lymphocytes B peuvent se compter comme de Véritables CPA car ils sont capables de
présenter dans antigenes aux lymphocytes TCD4. En effet, ils sont capables de reconnaitre
des auto-antigenes via leur BCR (Wang, 2011). Les lymphocytes B se multiplient et se
différencient en plasmocytes, qui produisent des immunoglobulines polyclonales et du facteur
rhumatoide (FR) (Figure 5) (Pillon et Michiels., 2013).

La destruction articulaire est la conséquence de la prolifération pseudo tumorale de la
synoviale et de I’action des cytokines. L’IL -1 et le TNFa participent en induisant non
seulement la synthese de facteur de croissance nécessaire a la prolifération de la synoviale,

mais aussi la production par les synoviocytes de métalloprotéases, cathepsines et collagénases

11
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responsable de la dégradation des principaux composants du cartilage. Puis, ces différentes
molécules (enzymes, cytokines) produites par les macrophages, synoviocytes fibroblastique,
et lymphocytes Thl, activent les ostéoclastes provoquant la classique érosion osseuse,
caracteéristique de la PR (Figure 6) (Behamou et Fautrel., 2009).

L’IL-6 accompagné d’IL-1B et d’IL-23, active la différentiation des cellules Th17. Ces
derniers sont les majeurs producteurs de I’IL-17 qui avec le TNF-a et I’'[L-1p induisent la
production des métalloproteinases de la matrice (MMPs), les désintegrines et les
meétalloproteinases avec le motif de thrombospondine (ADAMTS, disintegrin and
metalloprotease with thrombospondin motifs), qui dégradent la matrice cartilagineuse (Figure
3) (Schwartz, 2016)

Erosion Villesités
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Figure 6. Phase de prolifération synoviale et des leésions articulaires.

I. 2-3. Phase de réparation

Parallelement a la réponse immunitaire et inflammatoire et aux dommages induits au cours
de la PR, l'organisme tente de réparer et minimiser les dégats. Cette phase résulte en une
fibrose articulaire induite par des facteurs de croissance tel que le TGF-B qui stimule les
chondrocytes pour secréter du collagéne et des protéoglycanes, dans le but de réparation
articulaire. De plus, I’IL-10 et le systeme des TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases)
freinent les dégradations ostéo-cartilagineuses en inhibant la libération des MMP (matrix
metalloproteinases) mais leurs effets sont généralement dépassés par les cascades

d’événements décrites précédemment (Gerhard, 2014).

12
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1.3. DIAGNOSTIC DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

L’un de défis actuel dans la prise en charge de la PR est de poser, le plus précocement
possible, le diagnostic afin d’initier un traitement et arréter rapidement I’évolution de la
maladie ou du moins la ralentir (Hua et Combe., 2017). Le diagnostic de PR est clinique,
biologique et radiologique :

- Clinique : maladie inflammatoire touchant préferentiellement les articulations.

- Biologique : existence d’un syndrome inflammatoire, tres souvent important, objective
par une augmentation de la vitesse de sédimentation (VS) et une positivité de la CRP et
aussi une production d’auto-anticorps

- Radiologique : apparaissent plus tardivement. lls sont caractérisés dans un premier temps
par une déminéralisation des mains. Ultérieurement, l'interligne articulaire est pincée et
des érosions apparaissent (Brazier et al., 2008).

I. 3-1. Critéres de classification de la polyarthrite rhumatoide

Des critéres de classification avaient eté definis en 1987 par [’American College of
Rheumatology (ACR). lls reposaient essentiellement sur des arguments cliniques et
radiologiques (Musset et Ghillani-Dalbin., 2013). En 2010 de nouveaux criteres permettant
d’harmoniser au niveau international la définition précise d’une PR ont été publiés
conjointement par ACR et [’EUropean League Against Rheumatism (EULAR), ces nouveaux

criteres sont non plus de classification mais plut6t de diagnostic. (Hua et Combe., 2017)

13
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Tableau 1. Criteres ACR/EULAR 2010 de diagnostic de la PR (Hua et Combe., 2017).

Domaines Items Score

Atteintes articulaire

1 grosse articulation

2-10 grosses articulations

1-3 petites articulations

4-10 petites articulations

> 10 articulations dont au moins 1 petite
Sérologie FR et ACPA négatifs

FR et/ou ACPA positifs a taux faibles
FR et/ou ACPA positifs a forts taux

Marqueurs VS et CRP normales
d’inflammation VS et/ou CRP anormales

Durée d’évolution < 6 semaines

P O kB O W N O O W N +—» O

> 6 semaines

I. 3-2. Biologie

La PR s’accompagne dans 90 % des cas d’un syndrome biologique inflammatoire qui se
traduit par une augmentation de la vitesse de sédimentation globulaire (VS) et parfois de la
proteine C-réactive (CRP) (Sany, 2003)

Certains examens biologiques sont généralement nécessaires dont la numération-formule
sanguine ; la vitesse de sedimentation (VS) et la protéine C réactive (CRP) sont augmentés
dans la plupart des cas ; bilan hépatocellulaire (aspartate aminotransférase [ASAT], alanine
aminotransférase [ALAT], gammaglutamyl-transférases [y-GT], phosphatases alcalines),
créatinémie, bandelette urinaire utilisée a la recherche d’une protéinurie ou d’une hématurie ;
examen du liquide synovial (bactériologique, cytologique et biochimique) (Pillon et
Michiels., 2013)

1.3. 2-1. Auto-anticorps associés a la PR

v" Facteur Rhumatoide

Le facteur rhumatoide (FR) est un anticorps anti-gammaglobulinique qui appartient le plus
souvent a la classe des immunoglobulines M. Il peut aussi étre de type IgA, 1gG, IgD ou IgE.

Il n’y a donc pas un, mais des facteurs « rhumatoides ». Quelle que soit la classe
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immunoglobulinique de ces facteurs, leur point commun est d’étre toujours dirigé contre des
immunoglobulines G animales ou humains. La spécificité de ces facteurs est variable et leur
hétérogénéité est grande. Les méthodes sérologiques classiques de détection des FR (réaction
de Waaler-Rose et le test au Latex) ne mettent en évidence que les FR de type IgM qui sont
seuls agglutinants (Sany, 2003).
Ces deux tests sont de moins en moins utilisés et ils ont ét¢ remplacés par 1'une des
techniques suivantes :
- La technique immuno-enzymatique de type ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) qui détermine les différents isotypes : IgM, IgA et IgG.
- La Néphélométrie Laser qui est une technique d’agglutination rapide, automatisée, d’une
bonne précision (Combe et al., 2015)

v" Anticorps anti-peptide ou protéines citrullinés (ACPA)

Les ACPA sont des anticorps d’isotype IgG dirigés contre la filaggrine, une protéine qui
joue un role dans I’assemblage des filaments intermédiaires des keratinocytes (Falgarone,
2011).

Les ACPAs sont recherchés par un test ELISA commercialise sous le nom d'anti-CCP
(anti-Cyclic Citrullinated Peptides). Les ACPAs et les FRs sont présents des le début de la
maladie chez 60 a 70 % des patients, mais les ACPASs ont une spécificité bien plus importante
(95 a 98 %) (Cantagrel, 2018)

Ce test ELISA utilise des variants des peptides cycliques citrullinés nommés test de
premiére ou de seconde génération (CCP1 et CCP2) et plus récemment celui de troisieme
génération (CCP3). La sensibilité et la spécificité des tests ELISA-ACPA varient en fonction
du test utilisé (Musset et Ghillani-Dalbin., 2013)

I. 3-3. Imagerie

Elle est indispensable pour évaluer l'atteinte structurale (Cantagrel, 2018). Les signes
radiographiques apparaissent plus tardivement (Brazier et al., 2008) au cours de 2 a 3
premiéres années le plus souvent (Cantagrel, 2018). Les radiographies comportent au
minimum un cliché du thorax, des mains et des poignets de face et des pieds de face, a la
recherche d’éventuelles 1ésions érosives ou d’un pincement de I’interligne articulaire. En
fonction de Datteinte, d’autres clichés radiographiques articulaires peuvent étre proposes. |l
n’y a pas a ce stade, sauf exception, de modifications radiographiques spécifiques. Elles
n’apparaitront que plus tard, lorsque le panus aura progressivement détruit les structures

articulaires (Combe, 2007).
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L'échographie et I''RM donnent une image plus précise de la synovite et des Iésions
structurales, mais leur place respective dans le suivi de la pathologie reste a définir
(Cantagrel, 2018)

.4. BIOMARQUEURS DU REMODELAGE OSSEUX

L’os est continuellement remodelé dans un processus par lequel les ostéoclastes résorbent
le tissu osseux et les ostéoblastes produisent une nouvelle matrice osseuse qui est ensuite
minéralisée. Dans la PR, la principale raison de la perte osseuse est une augmentation de la
résorption osseuse, secondaire aux ostéoclastes activés par les cytokines (Engvall et al.,
2008)

Les marqueurs du remodelage osseux permettent de quantifier ’activité des cellules
osseuses. Certains sont spécifiques de la formation (ostéocalcine, phosphatase alcaline
osseuse, peptides d’extension du pro-collagéne) et d’autres de la résorption osseuse (deoxy-
pyridinoline, télopeptides du collagéne 1) (Briot et Roux., 2005).

Le remodelage est un phénomene physiologique, indispensable au tissu osseux pour
assurer ses fonctions métabolique (mobilisation des ions calcium) et mécanique (maintien de
la solidité et réponse tissulaire aux contraintes mécaniques). Ce remodelage osseux resulte de
I’activité des cellules ostéoblastiques et ostéoclastiques, activité couplé de maniere précise
gréce a plusieurs cytokines, et au systeme RANK—-RANK-ligand (RANK, Receptor activator
of NF-kB) (Briot et Roux., 2005)

I. 4-1. Marqueur de formation osseuse : Ostéocalcine

L’ostéocalcine ou GLA protéine osseuse (BGP, Bone-GLA-Protein) est une protéine non
collagénique de la matrice osseuse. Elle est le reflet de 1’activité ostéoblastique. C’est donc un
marqueur de la formation osseuse.

L’ostéocalcine est un petit peptide de 49 acides aminés, disposés en une seule chaine. Elle
est exclusivement synthétisée par les ostéoblastes matures sous I’action du calcitriol
(1,25(0H)2 D). Sa biosynthése nécessite trois vitamines : la 1,25-dihydroxyvitamine D3, la
vitamine C et la vitamine K. La 1,25- dihydroxyvitamine D3 stimule directement la
transcription du gene de I'OC (ostéocalcine) qui est transcrit ARNm et traduit en protéine
(Carstanjen et al., 2002).

I. 4-2. Marqueur de résorption osseuse : CTX-1

Le CTX-1 est un peptide de 8 acides aminés, sélectionné sur le télopeptide C-Terminal du
collagéne type 1. Les télopeptides N- et C- terminaux correspondent aux extrémités libres non

hélicoidales d’une molécule de collagéne de type 1 (Briot et Roux., 2005). Il est génére par la
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cathepsine K, qui est lI'enzyme ostéoclastique clé pour la résorption osseuse systémique
(Engvall et al., 2008) et peut étre mesurés a la fois dans le serum et dans I'urine (Fardellone
et al., 2014).

Une étude portant sur des patients de PR établie et en comparaison avec des témoins a
montré que le CTX-1 augmentait chez les patients, ce qui suggére une augmentation de la
résorption osseuse chez ces patients (Borderie, 2012).

De plus, les patients qui presentaient des signes radiologiques d’érosion osseuse avaient
une concentration de CTX-1 augmentée de 35 % par rapport aux patients sans signe
d’érosion. D’autre part, les traitements aux corticostéroides ou au méthotrexate n’ont aucun
effet sur les taux sériques de CTX-1 (Couret, 2003)

I. 4-3. Métalloprotéases Matricielles (MMP)

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) comprennent une grande famille d’enzymes
endopeptidases du Zn qui médient la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire
(MEC) et autres procedures biologiques importantes. Toutes les MMPs ont un site
catalytique liant le Zinc. Par conséquent ces ions sont impliqués dans leur activité et les
agents qui chélatent les ions Zn inhibent les MMPs MMP (Nosrati et al., 2019).

Apres la synthese des MMPs dans les cellules, ces derniéres les sécretent sous une forme
inactive (pro-enzymes) qui pourrait étre activées par le clivage des sites pro-peptides par des
sérine-proteéases de type furine ou d’autre MMPs (Nosrati et al., 2019).

Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) inhibent les MMPs. Ces TIMPs
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, et TIMP-4) peuvent réguler I’activit¢ de toutes les MMP
(Nosrati et al., 2019).

1.4. 3-1. Classification des MMP

Les MMP ont été divisées en 5 catégories (Visse, 2003 ; Burrage, 2006 ; Arnoud 2007):

1. Collagénases : les MMP-1, -8, -13 qui dégradent les collagénes interstitiels (types I, I

et I1).

2. Gélatinases : MMP-2 et MMP -9, qui ciblent le collagéne de type IV dans la

membrane basale.

3. Stromélysines : MMP-3 ,10 et 11, qui qui dégradent les protéines matricielles non

collagéniques.

4. MMP de type membranaire : MMP-14,-15,-16,-17,-24 et -25 aussi dénommées

MT1-MMP a MT6-MMP, ils interviennent de maniére séquentielle dans I’activation
protéolytique des MMPs.

17



Chapitre | RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

5. Matrilysines: MMP-7 et MMP-26, les plus simple structurellement et sont

spécifiquement exprimées par les cellules cancéreuses d’origine épithéliale.

Autres: enfin, plusieurs MMPs : MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23 A/B,
MMP-27, MMP-28 , plus récemment découvertes , relativement, forment un sixieme groupe
hétérogene.

1.4 3-2. Métalloprotéase Matricielle 3 (MMP-3)

La MMP-3 fait partie du groupe des stromelysines et aussi connue sous le nom de
stromélysine-1 et est encodé par le gene MMP3 localisé sur le chromosome 11 en g22.3. Elle
est synthétisée et sécrétée par les fibroblastes synoviaux et les chondrocytes dans les
articulations. En plus de dégrader un grand nombre de protéines de la MEC, elle peut activer
d’autre MMPs tell que MMP-1, MMP-7 et MMP-9, ce qui rend cette enzyme cruciale dans le
remodelage du tissu conjonctif (Figure 7) (Lerner et al., 2019).

Des taux élevés en MMP-3 sériques ont été signalés dans différentes pathologies et
rhumatismes inflammatoires dont la PR (Yamanaka et al., 2000).

La MMP- 3 est activement impliquée dans la destruction des articulations chez les patients
atteints de PR et elle est retrouvée, en forte concentrations dans le liquide synovial et le sérum
des patients (Ally et al., 2013).

Erosion du
cartilage Et des os

[]
Articulation normale

Sécrétion de la MMP-3 par:
-Fibroblastes synoviaux
~Chondrocytes

Cartilage

Libération des:
Capsules -Cytokynes
-Enzymes proteloytiques
suppiémentaires
Synoviocytes
Prolifération Des synoviocytes
Inflammation de
Membrane synoviale

la membrane synoviale
-Invasion Des cellules immunitaires
-Libération des cytokines

: Arthrose rhumatoide

Figure 7. MMP-3 dans I’inflammation et la destruction des articulations lors de la PR
(Reuter et Matthias., 2019).
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Le présent travail s'est déroulé au sein du Laboratoire d'auto-immunité du département
d'Immunologie de I'Institut Pasteur d'Algérie (IPA) et ce durant trois mois : du mois d’Avril
au mois de Juillet 2021. Il s’agit d’une étude transversale descriptive réalisée sur 160 sujets :

100 patients atteints d’une PR confirmée et 60 témoins sains.
11-1. MATERIEL
1. 1-1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est constitué du sang prélevé a partir des patients PR et des
sujets sains :

o Recueilli dans un tube sec puis centrifugé a 3500 tours/min pendant 5 minutes ;
o Le sérum étant récupéré et conservé a -20°C jusqu’a son utilisation. Il servira a I’étude

sérologique : dosage des auto-anticorps (FR et ACPA).

Il est a retenir que les valeurs de la CRP, de la VS a la premiére heure, le DAS-28 et le
score radiologique de Sharp modifié par van Der Heijde ont été tirées des dossiers des

patients.

Patients et sujets sains:

Le recrutement des patients PR a été fait en collaboration avec les services de
Rhumatologie et de Médecine interne des CHU : Douéra, Bab EIl Oued et Tizi-Ouzou.

Les sujets sains sont des donneurs de sang recrutés au CTS du CHU Hussein Dey (Ex-
Parnet) indemnes de toutes pathologie auto-immunes et sans antécédents familiaux de
rhumatismes ou de néoplasies (cancers) avec un consentement éclairé (Fiche de

consentement, voir annexe) ;

Il. 1-2. Matériel non biologique

La réalisation de ce travail nécessite une variété d’appareillages et réactifs (voir annexe)
Il. 1-3. Démarche expérimentale

Nous avons adopté la démarche suivante (Figure 8) :
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Prélevement sanguin sur tube sec

Patients PR Sujets sains
(n=100) (n=60)
Sérum
I
¥ v v v
Dosage Dosage Dosage Dosage
FR/ACPA Bio-Marqueurs MMP-3 Vitamine D
CRP/VS Remodelage
Osseux

Figure 8. Schéma de 1’étude.
11-2. METHODES
I1. 2-1. Dosage du Facteur Rhumatoide par Laser Néphélémétrie

Technique permettant le dosage du FR d’isotype IgM. Ce dernier a été réalisé en utilisant

le BN200 Nephelometer Analyzer (Behring-BMD).

a. Principe

Des particules de polystyréne 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 lumiére dispersée par le systeme est proportionnelle a la concentration du FR.

L’exploitation se fait par rapport a un standard de concentration connue (Figure 9).

FR IgM
> g

'\K/

Rayon Laser

*

*x
lk

‘(\
<l

%éi* ™ Particules
de polystyréne

Cuve de mesure

3

Figure 9. Principe de la Laser-néphélémétrie dans le dosage du Facteur Rhumatoide
(Benidir, 2009).
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b. Mode Opératoire

La technique consiste a déposer 50 pl du sérum des différentes populations étudiées et 40
ul de I’anti-sérum spécifique (anticorps anti-FR d’isotype IgG humain) ainsi que 190 ul de
tampon de réaction, dans une cuve de mesure. L'intensité des rayons (o) dispersés est mesurée

a 660 nm. Cette intensité est proportionnelle a la quantité de complexes immuns formes.

c. Interprétation des Résultats

o Résultats Négatif =» < 40 Ul/ml ;
o Résultats Positif =» > 40 Ul/ml.

I1. 2-2. Dosage des ACPA par la technique ELISA

Le test employé pour la recherche des ACPA est le test anti-CCP3 (QUANTA Lite® CCP3
IgG ELISA, INOVA Diagnostics, Inc) : dosage quantitatif par la méthode ELISA, destiné a la
détection des anticorps ACPA d’isotype IgG.

a. Principe

Les échantillons dilués sont incubés dans les microplagues coatées avec I’antigéne
spécifique « peptide cyclique citrulliné synthétiques ». Apres, nous rajoutons un conjuguée
« anti-lIgG humaines (lapin) couplé a la peroxydase » qui réagit avec les complexes « Ag-Ac »
formés. L’addition du substrat TMB/H20> (TMB, tétra-méthyl-benzidine) génére une réaction
enzymatique colorimétrique (bleu) qui est arrétée par de 1’acide dilu¢ (la couleur vire au
jaune). L’intensité¢ de la coloration obtenue avec le chromogéne est fonction du taux du
conjugué fixé aux complexes « Ag-Ac » et ceci est proportionnel a la concentration initiale

des Ac contenus dans les échantillons des patients (Figure 10).
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Figure 10. Principe de la technique ELISA (Benidir, 2009).

b. Mode Opératoire

micropuits correspondant.

micropuits correspondant.

Laver 3 fois avec 300 pl du tampon de lavage.

Laver 3 fois avec 300 pl du tampon de lavage.

Agiter doucement la plaque pendant 5

homogénéisation de la distribution de la solution

la réaction.

c. Interprétation des Résultats

o Résultats Négatif = < 20 UR/ml ;
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Incuber 60 mn a température ambiante (18-25°C).

Déposer 100 pl du conjugué dans chaque micropuits.

Incuber 30 mn a température ambiante (18-25°C).

secondes

d’arrét.

Déposer 100 ul du sérum de chaque patient, dilué au 1 :101 dans du tampon, dans le

Déposer 100 pl des calibrateurs ainsi que les contrdles négatif et positif dans les

Déposer 100 pl du substrat TMB/H20> dans chaque micropuits.
Incuber 30 mn & température ambiante (18-25°C), a I’abri de la lumiére.

Déposer 100 pl de la solution d’arrét (H2SO4 0,5M) dans chaque micropuits.

afin d’assurer une bonne

Lire I’absorbance a une longueur d’onde de 450 nm, dans les 30 mn qui suivent 1’arrét de
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o Résultats Positif =» >20 UR/mlL
UR : Unités Relatives.

I1. 2-3. Dosage des biomarqueurs du remodelage osseux « Ostéocalcine et CTX-I » par la
technique ELISA

a. Principe
* Dosage de I’Ostéocalcine

Le coffret « N-MID® Osteocalcine ELISA » est une trousse pour le dosage quantitatif
de I’Ostéocalcine, un indicateur de I’activité ostéoblastique, dans le sérum. Ce test est
basé¢ sur [I’utilisation de deux anticorps monoclonaux hautement spécifiques de
I’Ostéocalcine humaine. Un Ac reconnaissant la région médiane (séquence des résidus
amines aa « 20 — 29 ») est utilisé pour la capture ; le second Ac, conjugué a la
peroxydase, reconnait la région N-Terminal (aa « 10 — 16 »). L’Ostéocalcine native
(aa «1—49») ainsi que le fragment N-Terminal MID® (aa « 1 — 43 ») sont également

reconnus.
* Dosage de CTX-I

Le coffret « Serum CrossLaps® ELISA » est une trousse pour le dosage immuno-
enzymatiques d’une séquence C-Terminale spécifique du collagéne de type | dans le
sérum humain. Ce coffret contient deux Ac monoclonaux hautement spécifiques
dirigés contre le peptide qui possede la séquence d’acides aminés : « Glu-Lys-Ala-His-
Asp-b-Gly-GlyArg » ou le résidu (D) de I’acide aspartique est I’isomére b, les deux

chaines de ce peptide doivent étre liées pour obtenir un signal spécifique.

b. Mode Opératoire

o Meélanger Danticorps biotinylé, anticorps conjugué a la peroxydase et tampon
d’incubation, dans un récipient vide, a raison de 1+1+100.

o Distribuer 50 pl de standards, de controles ou d’échantillons dans les micropuits
correspondants.

o Ajouter 150 pl de solution d’anticorps anti-CrossLaps* dans tous les micropuits.

o Recouvrir la plague avec le film adhésif et incuber 120+5 minutes a température

ambiante (18-22°C) sous agitation par rotation (300 rpm).
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o Laver les barrettes 5 fois manuellement avec 300 pl la solution de lavage diluée.

o Ajouter 100 pl de la solution substrat TMB dans chaque puit,

o Recouvrir la plaque avec un film adhésif et incuber 15+2 minutes a 18-22°C, a I’abri de
la lumiere, sous agitation par rotation (300 rpm).

o Arrét de la réaction colorée : Distribuer 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits.

o Mesure de I’absorbance : Dans les 2 heures, mesurer I’absorbance a 450 nm en utilisant

un lecteur de plaque (650 nm comme référence).
Il. 2-4. Dosage de la MMP-3 par la technique ELISA

Pour le dosage de la MMP-3, nous avons utilisé le coffret Aeskulisa MMP-3 (AESKULISA
DF MMP-3, AESKU.DIAGNOSTCS, Inc). Ce test est un dosage quantitatif par la méthode
ELISA de type sandwich.

a. Principe

Les échantillons dilués au 1:10 sont incubés dans les puits revétus d’un anticorps
monoclonal anti-MMP-3 humaine. La MMP-3 présente dans le sérum du patient se lie a I’Ac
sur la plaque, tandis que la fraction non fixée est éliminée par lavage des microplaques. Nous
rajoutons, par la suite, un conjugué «anti-MMP-3 humaine » couplé a la peroxydase de
Raifort qui réagit avec les complexes « Ac - MMP-3 » formés. Le conjugué non fixé est
¢liminé par lavage. L’addition du substrat TMB génére une réaction enzymatique
colorimétrique (coloration bleue) qui est arrétée par de I’acide dilué (la couleur vire au jaune).
L’intensité de la coloration qui se développe, a partir du chromogéne, dépend de la quantité de
conjugué liée au complexe « Ac - MMP-3 » et qui est, donc, directement proportionnelle a la

concentration en MMP-3 dans le sérum.

b. Mode Opératoire

o Diluer les échantillons de serum a1 :10 avec le tampon d’échantillon dilué et mélanger.

o Déposer 100 pl du sérum dilué de chaque patient dans les micropuits correspondants.

o Déposer 100 ul des calibreurs ainsi que les controles négatif et positif dans les micro-
puits correspondants.

o Incuber pendant 30 minutes & 20-26 °C.

o Laver 3 fois avec 300 pul de tampon de lavage dilué.

o Ajouter 100 pl du conjugué dans chaque micropuits.

24



Chapitre 11

Matériel & Méthodes

o Incuber pendant 30 minutes & 20-26 °C.

o Laver 3 fois avec 300 ul de tampon de lavage dilué.

o Déposer 100 pl du substrat TMB/H20- dans chaque micropuits.

o Incuber pendant 30 minutes a 20-26 °C, a I’abri de la lumiére.

o Pipeter 100 pl de la solution d’arrét (HCI 1M) dans chaque micropuits.

o Incuber pendant 5 minutes au moins.

o Agiter soigneusement la plaque pendant 5 secondes.

o Lire I’absorbance a une longueur d’onde de 450 nm, dans les 30 minutes qui suivent

I’arrét de la réaction.

c. Interprétation des Résultats

Tableau 2. Interprétation des résultats du dosage de la MMP-3 par ELISA [ng/ml]

Négatif | Douteux | Positif
Femmes 0-20 20-30 > 30
Hommes 0-40 40 - 50 > 50

I1. 2-5. Dosage de la Vitamine D
a. Principe

Ce coffret de test ELISA est concu pour la détermination in vitro de 25-OH vitamine D
dans des échantillons de sérum ou de plasma humain. Dans la premiere étape d'analyse, les
étalons et les échantillons sont dilués avec de la biotine marquée a 25-OH vitamine D et
ajouté aux microplaques des puits revétus d'anticorps de la vitamine D monoclonaux anti-25-
OH. Au cours de l'incubation, une quantité inconnue de 25-OH vitamine D dans I'échantillon
des patients et une quantité connue de 25-OH vitamine D marquée a la biotine sont en
concurrence pour les sites de liaison de l'anticorps dans les puits de la microplaque. La 25-OH
vitamine D non liée est éliminée par lavage. Pour la détection de la 25-OH vitamine D
marquée a la biotine liée, une seconde incubation est réalisée a l'aide de la streptavidine
marquée a la peroxydase. Dans une troisiéme incubation en utilisant la tétra-méthyl-benzidine
de substrat de peroxydase (TMB) la borne peroxydase favorise une réaction colorée.
L'intensité de couleur est inversement proportionnelle a la concentration de la vitamine D
dans l'échantillon. Les résultats pour les échantillons peuvent étre calculés en utilisant

directement une courbe standard.
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b. Mode Opératoire

o Déposer 200 pl du sérum dilué avec le diluant de biotine dans chacun des microplaques
et incuber 2 heures a température ambiante.

o Vider les puis et effectuer un lavage 3 fois en utilisant 300 pl de solution de lavage pour
chaque puis.

o Pipeter 100 ul du conjugué « Streptavidine — Peroxydase » a I’intérieur de chaque
microplaque et incuber 30 mn a température ambiante (18° - 25°C).

o Effectuer un deuxieme lavage comme il a été précédemment décrit.

o Ajouter 100 pl du chromogéne/substrat dans chaque microplaque et incuber 15 mn a
température du laboratoire dans 1’obscuriteé.

o La lecture photométrique de la densité optique de la coloration des échantillons doit étre
réalisé¢ apres 1’ajout de la solution stop, a une longueur d’onde de 450 nm avec une

deuxiéme longueur d’onde de référence 650 nm.

c. Interprétation des Résultats

Suffisance : 30 - 100 ng/ml.
Insuffisance : 20 - 29 ng/ml.

Déficience : <20 ng/ml.
11-3. ANALYSE STATISTIQUE

Pour l'analyse statistique, nous avons fait appel au test « t » de Student pour comparer les
taux moyens en OCL, CTX-I, MMP-3 et Vitamine D (Analyse quantitative). La différence est

statistiquement significative pour un p < 0,05.

Le logiciel utilisé est le Graph-Pad Prism version 5.01.
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I11-1. RESULTATS
111-1.1. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

Les caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée sont représentées dans le
Tableau 3.

Tableau 3. Caractéristiques épidémiologiques des groupes de patients étudiés

Patients PR Sujets sains
Nombre (n) 100 60
Age [an] 50 + 13 29+9
Ages extrémes [an] 22-76 18 — 60
Sex-Ratio (H : F) 1:6 1:5
Durée d'évolution [an] 8+3 -

¢ Répartition des patients selon le sexe

Dans la population malade (patients PR), nous constatons une nette prédominance
féminine. En effet, parmi les 100 patients PR, 85 (85%) patients sont de sexe féminin vs.
15 (15%) patients de sexe masculin. Le sex-ratio (H :F) étant de 1 :6 (Tableau 3 ; Figure
11).

E Femmes

O Hommes

Figure 11. Répartition des patients PR selon le sexe.
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e Répartition des patients selon ’age

Chez les patients PR : les ages extrémes vont de 22 a 76 ans avec une moyenne de 50 +

13 ans avec 31% des patients appartenant a la tranche [41 — 50] ans et une majorité de 80%

agée de plus de 40 ans (Figure 12).
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Figure 12. Répartition des patients PR et des sujets sains selon de 1’age.

d’age

L’age des sujets sains ¢étaient entre 18 et 60 ans avec une moyenne d’age de 28.6 ans. La

majorité des sujets sains, soit 37% étaient jeune inclus dans la tranche d’age comprise entre

21 et 30 ans, suivis par les tranches d’4ge comprise entre 31 et 50 ans avec des pourcentages

de 27% et 28% pour la tranche d’age comprise entre 31 et 40 ans et 41 et 50 ans. Les sujets

sains dont 1’age compris entre 51 et 60 ans représentaient 8% seulement alors qu’aucuns

n’avaient plus de 60 ans (Figure 12).

La durée moyenne de 1’évolution de la maladie été de 8 + 3 ans dans notre série de

patients atteints de PR (Tableau 3).
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I11. 1-2. Caractéristiques cliniques et biologiques des patients PR

Tableau 4. Principales caractéristiques cliniques et biologiques des patients PR.

Nombre (%)

Manifestations Cliniques
Avrticulaires Polyarthrite chronique 75 (75%0)
Extra-articulaires | Syndrome sec oculobuccal 20 (20%)
Autres 5 (5%0)
Marqueurs de I’Inflammation

VS H1 accéléree 71 (71%)

CRP 75 (75%)
Parametres Immunologiques FR/ACPA

PR seropositive « FR et/ou ACPA (+) » 84 (84%)

PR séronégative « FR et ACPA (-) » 16 (16%)
Activité de la maladie DAS28

DAS28<2.,6 4 (4%)

2,6 <DAS28<32 1 (1%)

3,2 <DAS28<5,1 55 (55%)

DAS28 > 5,1 40 (40%)
Radiologie (Score de Sharp modifié par van Der Heijde)

PR érosive 50 (50%0)

PR non érosive 50 (50%)
Thérapeutique

Corticothérapie 24 (24%)

Méthotrexate 60 (60%0)

Autres DMARDs 7 (7%)

Patients PR Naifs (sans traitement) 26 (26%)

Les caracteristiques cliniques et biologiques des patients PR, recueillis a partir de fiches

de renseignements cliniques, sont décrites dans le Tableau.

Nous constatons que :
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75% des patients PR présentent une atteinte de plus de deux articulations
(Polyarthrite chronique) avec comme signes articulaire principal un syndrome sec
oculobuccal (20%).

La majorité de ces patients ont une VS & la premiére heure (H1) accélerée avec une
CRP positive (71% et 75%, respectivement).

84% des patients ont une forme séropositive de PR (produisant au moins un auto-
Ac) vs. 16% séronégative (aucun auto-Ac produit).

50% ont une forme érosive vs. 50% non érosive (objectivée grace au score de Sharp
modifié par van Der Heijde, calculé par le médecin traitant).

55% des patients ont une forme modérément active (3,2 < DAS28 <5,1).

60% etaient sous Méthotrexate et 24% sous corticothérapie.

I11. 1-3. Profil en auto-anticorps des patients PR

L’analyse du profil en auto-anticorps (Figure 13) chez les patients PR montre que :

o

La majorité des patients (84%) présentent une forme de PR séropositive avec la
production du FR et/ou des ACPA :

- FR (+) ACPA (+) : 60% ;

~ FR(-) ACPA (+): 15% ;

— FR (+) ACPA (-) : 9%.
Tandis que 16% des patients ont une forme séronégative (ne produisant aucun auto-
anticorps, ni FR ni ACPA).
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FR(-)ACPA(+) [ ]1s%
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Figure 13. Profil en auto-anticorps des patients PR étudiés.
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I11-2. ETUDE DE LA PRODUCTION DES BIOMARQUEURS « OSTEOCALCINE

ETCTX-1»

I11. 2-1. Production en Ostéocalcine et en CTX-I chez les patients PR et les témoins sains

Nous avons compareé le taux moyen de production des biomarqueurs de remodelage osseux
« OCL et CTX-I » chez les patients atteints de PR vs. Sujets sains (Tableau 5 ; Figure 14).

Tableau 5. Comparaison des taux moyens en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets

sains.

Moyenne = SEM (p)
Patients PR Sujets sains
OCL [ng/mi] 7,346 +£ 0,840 | 18,32+ 1,338 <0,0001
CTX-I [pg/ml] | 234,9+30,85 | 149,6 + 8,944 0,0269

* SEM : Erreur Standard de la Moyenne.

L’analyse des résultats obtenus, grace au test « t » de Student, montre que :

o Les sujets sains produisent significativement plus d’OCL que les patients PR (p <

0,05) = I’OCL étant un biomarqueur de formation osseuse ce qui tend a dire que cette

formation est ralentie en cas de PR ;

o Les patients PR produisent significativement plus de CTX-1 que les sujets sains (p <

0,0001) = le CTX-I étant un biomarqueur de résorption osseuse.

Ces résultats montrent que tout individu atteint de PR voit, non seulement, la formation de
ses os ralentir (faible production d’OCL) mais, en plus, il produit une substance qui détruit sa
charpente osseuse (CTX-I). Ces deux facteurs concourent a 1’apparition de déformations

articulaires secondaires a la survenue d’érosions osseuses (destruction osseuse).
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Figure 14. Production moyenne en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets sains.
(*p<0,06 ***p<0,001)

I11. 2-2. Production d’Ostéocalcine et de CTX-I chez les patients PR et les témoins sains

selon le sexe

Par la suite, nous avons comparé la production moyenne des biomarqueurs d’intérét « OCL

et CTX-I » chez les patients atteints de PR vs. Sujets sains en fonction du sexe (Tableau 6;

Figure 15).
L’analyse de nos résultats montre que :

o Les sujets sains des deux sexes produisent significativement plus d’OCL que les
patients PR :
— Sexe Masculin: p<0,001 ;
— Sexe Féminin : p < 0,0001.
o Les patients PR de sexe féminin produisent significativement plus en CTX-I que les

sujets sains du méme sexe (p < 0,05).
o Tandis que les patients PR de sexe masculin produisent des taux plus importants en

CTX-I que les sujets sains du méme sexe mais sans qu’il y ait de différence

statistiguement significative (Tableau 6).

Ces résultats montrent clairement que le squelette des patients de sexe feminin est plus sujet

a la destruction osseuse du fait d’une production faible en OCL et soutenue en CTX-I comparés

aux patients PR du sexe opposé.
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Tableau 6. Comparaison des taux moyens en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets

sains selon le sexe.

Moyenne + SEM (p) Moyenne + SEM (p)
PR SS PR SS
Sexe Sexe Sexe Féminin | Sexe Féminin
Masculin Masculin
OCL 4,625+ 1,035 | 18,81 + 4,220 | 0,0007 | 7,815+0,961 | 18,23 +1,390 | <0,0001
[ng/mi]
CTX-I | 182,4+43,60 | 151,4+23,44 | 0,6026 | 249,2+35,77 | 138,2+8,618 | 0,0156
[pg/ml]
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Figure 15. Production moyenne en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets sains en

fonction du sexe.
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I11. 2-3. Production en Ostéocalcine et de CTX-I chez les patients PR de sexe féminin et

les témoins sains selon I’age

Dans ce qui va suivre, nous avons comparé les taux de production en OCL et CTX-1 chez
les patients PR de sexe féminin a différents stades de la vie pour mettre ’accent sur I’importance
du statut « activité genitale » et survenue de formes destructrices de la maladie (Tableau 7 ;
Figure 16).

L’analyse des résultats obtenus montrent que les sujets sains de sexe féminin produisent

significativement plus d’OCL que les patients PR du méme sexe et de la méme tranche d’age :

o Tranche [20 —40] ans : p < 0,001 ;
o Tranche [41—50] ans: p < 0,0001;
o Tranche [51 —-80] ans: p <0,05.

Ce que nous remarquons en analysant bien ces résultats c¢’est que les patientes PR dont ’age
est compris entre 41 et 50 ans (age de prédisposition maximale a développer la maladie)
produisent de treés faibles taux d’OCL comparées aux sujets sains et de maniére hautement
significative par rapport aux deux autres tranches d’age. Pour les patientes agées de plus de 50
ans, la différence est faiblement significative car a partir de cet age commencent a apparaitre
les signes de la ménopause et les patientes de méme que les sujets sains de sexe féminin seront
égaux face au statut « activité génitale » (Baisse des hormones sexuelles féminines). A cet effet,
il est logique de croire en le pouvoir protecteur de ces hormones contre 1’ostéoporose, de

maniere générale et la destruction osseuse dans la PR.
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Tableau 7. Comparaison des taux moyens en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets

sains de sexe féminin selon 1’age.

Tranche OCL [ng/ml] (p) CTX-1 [pg/ml] (p)
d’age Moyenne + SEM Moyenne = SEM
[an] PR SS PR SS
20-40 | 7,947+1,978 | 17,88+1,673 | 0,0005 | 287,7+130,8 | 131,6+10,61 | 0,1317
41-50 | 5541+0,786 | 17,43+2,609 | <0,0001 | 191,3+3559 | 119,2+ 18,65 | 0,1080
51-80 | 9,164+1,698 | 22,62+6,255 | 0,0155 | 256,5+37,96 | 77,00+ 24,27 | 0,2079
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Figure 16. Production moyenne en OCL et CTX-I chez les patients PR vs. Sujets sains de sexe

féminin en fonction de I’age.
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I11. 2-4. Production en Ostéocalcine et de CTX-I chez les patientes PR en fonction du

statut ménopausique

Nous avons comparé la production des biomarqueurs d’intérét « OCL et CTX-1 » chez les
patientes PR selon leur stade d’activité génitale « Ménopausées vs. Actives (en &ge de

procréer) ».

Tableau 8. Comparaison des taux moyens en OCL et CTX-I chez les patientes PR selon le

statut ménopausique.

Moyenne = SEM (p)

Ménopausées | Actives
OCL [ng/mi] 9,193 +1,577 | 6,270+0,983 | 0,1298
CTX-I [pg/ml] | 249,3+35,12 | 162,5+49,80 | 0,1512

* Actives : Femmes en age de procréer, génitalement actives.

L’analyse de nos résultats ne montre aucune différence statistiquement significative entre

les deux groupes et pour les deux biomarqueurs (Tableau 8 ; Figure 17).

Cependant, nous remarquons que les patientes ménopausées produisent des taux plus élevés
en CTX-I que les autres et, curieusement, un taux Iégérement plus élevé en OCL que celles du
second groupe. Ceci pourrait s’expliquer, théoriquement et sans avancer de conclusions trop
hatives, que les patientes ménopausées produiraient plus d’OCL grace a leur capital
« nouveau » en testostérone qui, a partir de cet age, est produite de maniére importante chez les

sujets de sexe féminin,
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Figure 17. Production moyenne en OCL et CTX-I chez les patientes PR en fonction du statut

ménopausique.
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I11. 2-5. Production moyenne en Ostéocalcine et en CTX-I chez les patients PR en fonction

du stade érosif

Nous avons comparé le taux moyen de production des biomarqueurs de remodelage osseux
« OCL et CTX-1 » chez les patients atteints de PR en fonction de la forme de la maladie : PR

érosive vs. PR non érosive (selon le score radiologique de Sharp modifié par van Der Heijde).

Tableau 9. Comparaison des taux moyens en OCL et CTX-I chez les patients PR selon le

stade érosif.

Moyenne + SEM (p)
PR érosive PR non érosive
OCL [ng/ml] 7,127 +£1,214 | 7,565 + 1,173 0,7955
CTX-I [pg/ml] |275,0 +57,28 | 144,1 + 9,186 0,0519

L’analyse de nos résultats ne révele aucune différence statistiquement significative entre la
forme érosive et non érosive de la PR quelque soit le biomarqueur dosé. Néanmoins, nous avons
relevé une tendance (p avoisinant les 0,05) a produire plus de CTX-I dans les formes séveres
(érosives, destructrices) que dans les formes relativement bénignes (PR non érosive, non

destructrice) ((Tableau 9 ; Figure 18).
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Figure 18. Production moyenne en OCL et CTX-I chez les patients PR en fonction du stade

érosif.
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111-3. ETUDE DE LA PRODUCTION DE LA METALLOPROTEASE MATRICIELLE
3 (MMP-3)

I11. 3-1. Production de la MMP-3 chez les patients PR et les témoins sains

Nous avons comparé le taux moyen de production de la « MMP-3 » chez les patients atteints
de PR vs. Sujets sains (Tableau 10; Figure 18).

Tableau 10. Comparaison des taux moyens en MMP-3 chez les patients PR vs. Sujets sains.

Moyenne =+ SEM (p)
Patients PR | Sujets sains
MMP3 [ng/ml] | 54,33 £5,792 | 19,74 + 2,060 | < 0,0001

Nos résultats montrent que les patients PR produisent de maniere hautement significative

plus de MMP-3 que les sujets sains (p < 0,0001).

Cette enzyme étant directement liée au processus de destruction articulaire, notamment, chez

les pathologies rhumatismales chroniques dont la PR.
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Figure 19. Production moyenne en MMP-3 chez les patients PR vs. Sujets sains.

I11. 3-2. Production moyenne en MMP-3 chez les patients PR en fonction du stade érosif

et de la ménopause
Dans cette analyse nous avons pris :

o D’un coté, les patients PR des deux sexes afin de les comparer par rapport au stade

érosif ;
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o De I’autre c6té, des patientes PR (sexe féminin) pour les comparer en fonction de leur

activité génitale (Tableau 11 ; Figure 20).

Tableau 11. Comparaison des taux moyens en MMP-3 chez les patients PR en fonction de

I’¢érosion et de I’activité génitale.

Moyenne + SEM (p) Moyenne + SEM (p)

PR érosive | PR non érosive Ménopausées | Actives
MMP3 63,17 £9,19 | 44,48 £ 6,158 0,1136 | 45,796,783 | 55,47 +£8,057 | 0,5131
[ng/mi]

L’analyse de nos résultats ne révele aucune différence statistiquement significative entre :

o Forme érosive et non érosive de la PR ;

o Patientes ménopausées et en age de procréer.

Toutefois, nous remarquons que la forme érosive est associée a un taux élevée en MMP-3
comparée a la forme non érosive. Cette différence pourrait étre plus palpable en augmentant

I’effectif de 1’étude (perspectives).

80+ 80-
'E' 604 '_E 604 |
E - — L, '
o 40 ™ 40
a a
= =
2 20 2 20-
0 L] L 0 . L) . _l
PR érosive PR non érosive Ménopausées Actives

Figure 20. Production en MMP-3 chez les patients PR en fonction de I’érosion et de I’activité
génitale.
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I11-4. DOSAGE DE LA VITAMINE D
I11. 4-1. Dosage de la Vitamine D chez les patients PR et les témoins sains

Nous avons compareé le taux sanguin moyen en « Vitamine D » chez les patients atteints de
PR vs. Sujets sains (Tableau 12 ; Figure 21).

Tableau 12. Comparaison des taux moyens en Vitamine D chez les patients PR vs. Sujets

sains.

Moyenne = SEM (p)

Patients PR | Sujets sains
Vit D [pg/ml] | 10,75+ 0,638 | 10,95 £+ 0,155 | 0,7780

L’analyse de nos résultats ne révele aucune différence statistiquement significative entre les
patients et les sujets sains. Néanmoins, il est clair que les individus des deux groupes souffrent
d’une carence sévére en Vitamine D avec des taux sanguins trés faibles. Ceci pourrait étre
associé a un manque de « standardisation » quant a la mesure de cette vitamine et les conditions
du prélévement qui ne seraient pas acceptées ou encore a une carence effective qui reste a
démontrer dans de plus grandes cohortes.
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Figure 21. Taux moyen en Vitamine D chez les patients PR vs. Sujets sains.

I11. 4-2. Taux moyens Vitamine D chez les patients PR en fonction du stade érosif et de la

ménopause

Comme précéedemment décrit, dans cette analyse nous avons pris : d’un c6té, les patients PR
des deux sexes afin de les comparer par rapport au stade érosif et de 1’autre c6té, des patientes
PR (sexe féminin) pour les comparer en fonction de leur activité génitale (Tableau 13; Figure
22). L’analyse de nos résultats ne révele aucune différence statistiquement significative entre

les quatre groupes étudiés quant au taux sanguin moyen en Vitamine D.
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Tableau 13. Comparaison des taux moyens en Vitamine D chez les patients PR en fonction de

I’érosion et de I’activité génitale.

Moyenne + SEM (p) Moyenne = SEM (p)
PR érosive | PR non érosive Ménopausées Actives
Vit D [ug/ml] | 12,33+0,449 | 13,06 +0,829 | 0,4583| 11,81+0,368 | 13,81 +0,622 | 0,0901
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Figure 22. Taux moyen en Vitamine D chez les patients PR en fonction de 1’érosion et de

I’activité génital
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111-2. DISCUSSION

De nombreuses études d’association essaient d’identifier un biomarqueur qui serait impliqué
au méme titre que les facteurs de risque génétiques (genes HLA et non-HLA), entre autres, dans
la survenue de la PR. La plupart des génes candidats, sélectionnés sur la base d’hypothéses
physiopathologiques, codent pour des protéines impliquées dans des processus aussi divers que
la régulation de I’inflammation, la prolifération cellulaire ou le maintien de I’homéostasie
vasculaire (Billaud et al., 2013 ; Fischer et al., 2018). Dans notre étude, nous nous sommes
intéressés au dosage des biomarqueurs du remodelage osseux (OCL et CTX-I), de la MMP-3
et de la Vitamine D.

Apres I’analyse de nos résultats nous les avons comparés a ceux déja publié€s, en tenant
compte de 1’existence de différences basées, entre autres, sur :

o L’ethnie ;

o L’effectif étudié ;

o L’age et le sexe des patients étudiés ;

o Ladurée d’évolution de la maladie étudiee ;

o L’existence ou non de complications (érosion osseuse dans la PR) ;

o L’existence ou non de facteurs de risques (sujets apparentés ou non).

Etude des biomargueurs du remodelage osseux OCL et CTX-I

1. Ostéocalcine
Nos résultats montrent pour les taux d’OCL, biomarqueur de la formation osseuse, a la
comparaison des taux :

o Entre Patients PR et sujets sains : une production significativement plus importante chez
ces derniers ;

o Enfonction du sexe : un taux significativement plus éleve chez les sujets sains des deux
sexes mais avec un accent sur les taux obtenus chez les sujets sains de sexe féminin vs.
patients PR du méme sexe. Ceci suggere une faible ostéogénese chez les patients PR
des deux sexes ;

o En fonction de I’age des patientes PR (sexe féminin) : les sujets sains des trois tranches
d’age étudiées [« 20 — 40 » ; « 41 — 50 » ; « 51 — 80 »] ans produisent significativement
plus d’OCL que les patientes PR appartenant aux mémes tranches mais avec une

production accrue dans la tranche des [41 —50] ans ;
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o En fonction du statut ménopausique chez les patientes PR : aucune différence entre les
groupes « meénopausées vs. femmes en activité genitale » ;

o Par rapport a la forme de la maladie (érosion vs. non érosion) : aucune différence
significative entre les deux groupes de patients.

Les études menées sur les patients PR ont démontré que les concentrations en Ostéocalcine
(OCL) sont significativement basses chez les patients présentant une forme active (lors d’une
poussée de la maladie) comparées a celles observées chez les patients :

o Enrémission ;
o De sexe féminin, en péri-ménopause ;
o Présentant une forme non destructrice de la maladie (PR non érosive).

Ces résultats suggerent une diminution des taux de 'OCL liée au métabolisme osseux
défectueux et a I'impact du vieillissement cellulaire et 'interférence d’autres maladies
chroniques touchant les personnes agées (Vanderschueren, 1990).

Le taux sanguin de ce biomarqueur est, également, bas chez les patients PR en cas de
corticothérapie ou prise de Méthotrexate (DMARDSs) (Seriolo et al., 2002). Ce taux réduit
pourrait s’expliquer par une insuffisance soit :

o Antigenique : faible production ;
o Fonctionnelle : inhibition par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et TNFa) (Couret
et al., 2003).

2. CTX-I
L’analyse des résultats que nous avons obtenus montre pour le taux de production de CTX-
I, biomarqueur de résorption, a la comparaison des taux :

o Entre Patients PR et sujets sains : une production significativement plus importante chez
les patients PR ;

o En fonction du sexe : un taux significativement plus élevé chez les sujets sains de sexe
féminin vs. patients PR du méme sexe et aucune différence entre les deux groupes de
sexe masculin ;

o En fonction de 1’age des patientes PR (sexe féminin) : aucune différence entre les
patientes PR appartenant aux tranches d’age étudiées ;

o En fonction du statut ménopausique chez les patientes PR : aucune différence entre les
groupes « ménopausées vs. femmes en activité génitale » ;

o Parrapport a la forme de la maladie (érosion vs. non érosion) : une faible tendance, sans

aucune différence significative, a produire plus de CTX-I en cas d’érosion.
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L’étude de Borderie et al. (2012) a démontré que le taux sanguin en CTX-I, marqueur de
résorption osseuse est plus élevé chez les patients PR vs. Sujets sains et les patients présentant
une forme érosive, objectivée par des signes radiologiques (Score radiologique de Sharp
modifié par van Der Heijde), ont un taux sanguin en CTX-1 augmenté de 35% vs. Patients
présentant une PR non érosive (Borderie et al., 2012).

Ben Achour et al. (2018) ont démontre, dans leur étude, que les taux sériques de CTX-I
sont plus éleves dans la forme érosive de PR vs. non érosive (Ben Achour et al., 2018).

Shingada et al. (2008) ont émis 1’hypothése que cette augmentation de la production de
CTX-I chez les patients PR serait liée a une activité soutenue des ostéoclastes au niveau de la
synoviale enflammée favorisant une résorption ostéo-cartilagineuse responsable de la
dégradation du collagéne et I’accumulation des produits de cette dégradation au niveau sérique
(taux élevé en CTX-I) (Shingada et al., 2008).

Vidal et al. (2015) dans un modéle murin de PR (CIA, arthrite induite au collagéne), ont
démontré une augmentation du remodelage osseux avec des niveaux tres importants en CTX-I,
en rapport avec un taux d’ostéoclastes trés élevé aux articulations sites d’inflammation (Vidal
et al., 2015).

Iwamoto et al. (2003) ont démontré une résorption osseuse accrue chez les patients PR de
sexe feminin vs. Sujets sains du méme sexe suggérant un risque élevé de développer une
ostéoporose associée a la PR chez ces patients (lwamoto et al., 2003).

Tokida et al. (2021) ont démontré I’effet néfaste de la ménopause sur le métabolisme osseux
avec une augmentation de la résorption osseuse et par conséquent des biomarqueurs liés a cette
résorption (CTX-1) (Tokida et al., 2021). En effet, cette augmentation est associée a la
déficience en cestrogénes qui induit la survie et une forte activation des ostéoclastes (Islander
et al., 2011).

Par ailleurs, la prise de corticoides ou de DMARDs (Disease-modifying antirheumatic

drugs) n’a aucun effet significatif sur les taux sériques en CTX-1 (Couret et al., 2003).

Etude de la MMP-3

Nos résultats montrent pour les taux de MMP-3, marqueur de destruction osseuse, a la

comparaison des taux :
o Entre Patients PR et sujets sains : une production significativement plus importante chez

les patients PR ;
o En fonction du statut ménopausique chez les patientes PR : aucune différence

significative entre les deux groupes « ménopauses vs. femmes en activité génitale » ;
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o Par rapport & la forme de la maladie (érosion vs. non érosion) : aucune différence
significative.

Actuellement, de nombreux travaux tendent a associer au développement de la PR, la MMP-
3 produite, au niveau des articulations, par les fibroblastes et les chondrocytes (Reuter et
Matthias., 2019). La MMP-3 est activement impliquée dans la destruction des articulations
chez les patients atteints de la PR et elle est retrouvée, en forte concentrations, dans le liquide
synovial et le sérum des patients (Ally et al., 2013).

Aux Etats Unis d’Amérique, elle est utilisée, en clinique, comme marqueur faisant partie
d’un Score composite d’activité de la PR, le MBDA (Multi-Biomarker Disease activity) basé
sur douze biomarqueurs sériques de I’inflammation dont la CRP et coté de 0 a 100 points

(Figure 22) (Hambardzumyan et al., 2014).
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Figure 22. Algorithme du score MBDA.

Ally et al. (2013) ont démontré que les patients PR comparés aux sujets sains produisaient plus
de MMP-3 (Ally et al., 2013). En effet, chez les patients PR, la destruction exagérée de la
Matrice Extracellulaire (MEC) est due a la production a des taux tres élevés de la MMP-3
(Yamanaka et al., 2000).

La PR est un rhumatisme inflammatoire caractérisé par une destruction articulaire trés

agressive d’ou la nécessité d’une thérapie a base d’un traitement de fond (DMARDs) permettant
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de stopper I’évolution de la maladie ou du moins la ralentir et d’éviter aux patients une ou
plusieurs érosions osseuses. Cette prise en charge doit étre la plus précoce possible d’ou la
nécessité d’un biomarqueur qui puisse nous éclairer sur ’agressivité de la forme de la PR que
présente un patient « X » et justement la MMP-3, biomarqueur révolutionnaire, est un excellent
candidat, dans ce cas, permettant d’instaurer un traitement adapté a base de DMARDs

(Yamanaka et al., 2000).

En outre, selon certaines études dont celle de Ribbens et al. (2002) I’¢élévation du taux
sérique de la MMP-3 serait spécifique des Synovites (Ribbens et al., 2002). Cependant, cette
enzyme est également produite par d’autres cellules, notamment, les cellules glomérulaires, les
cellules tubulaires et les cellules mésangiales, ce qui en explique la production dans des
pathologies telles que les connectivites. Ceci dit, Ribbens et al. (2002) avaient expliqué cette
élévation du taux sérique par une éventuelle corticotherapie (36% des patients présentant une

connectivite étaient sous corticoides) (Ribbens et al., 2002).

Dosage de la Vitamine D

Nos résultats n’ont montré aucune différence significative dans les taux sériques en Vitamine
D, a la comparaison des taux :
o Entre Patients PR et sujets sains ;
o En fonction du statut ménopausique chez les patientes PR ;
o Par rapport a la forme de la maladie (érosion vs. non érosion).

Les études ont montré au cours des maladies inflammatoires chroniques telle que la PR, une
association entre une carence en Vitamine D (concentration sérique basse en la forme inactive
de la Vitamine D « 25-OH Vitamin D ») et le maintien de 1’inflammation, lors des poussées.

Cette association a la sévérité de la maladie met 1’accent sur le role potentiel de cette

Vitamine dans I’initiation et 1’évolutivité de la maladie (Louisa et al., 2016).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude dont 1’objectif était de déterminer I’intérét du dosage des taux sériques des
biomarqueurs de remodelage osseux (OCL et CTX-1), de la MMP-3 et de la Vitamine D chez
les patients Algériens atteints de PR, a été réalisée au sein du laboratoire d’ Auto-immunité de

I’Institut Pasteur d’Algérie et au terme de cette étude, il en ressort :

Dans un premier temps, nous avons voulu mettre en évidence 1’association de ces
biomarqueurs au développement de la PR en comparant leurs taux sériques chez les patients
PR par rapport aux sujets sains. En effet, nos résultats ont montré que :

o L’OCL est faiblement produite chez les patients étudiés vs. sujets sains démontrant
une ostéogenese ralentie en cas de PR ;

o Le CTX-I est fortement produit chez les patients PR et est associé a une destruction de
la charpente osseuse ;

o La MMP-3 est associée a la dégradation articulaire due a la survenue de synovites
caractéristiques de la PR ;

o La Vitamine D est en carence chez les patients PR de méme que chez les sujets sains.

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux facteurs sexe et age, quant a la production des
biomarqueurs de remodelage osseux (OCL et CTX-1) et il en ressort que les patients PR des
deux sexes produisent moins d’OCL, marqueur de formation osseuse, que les sujets sains et les
femmes atteintes de PR, en particulier, produisent plus de CTX-I, marqueur de résorption
osseuse, que les sujets sains. Ces deux processus, ostéogeneése ralentie et résorption accrue, font
que les femmes atteintes de PR sont sujettes a plus de destruction osseuse, plus d’érosion et,
donc, plus de déformations articulaires.

En perspectives, il serait intéressant d’analyser sur un plus grand effectif, notamment des
patients atteints de PR débutante et naifs de tout traitement, ce qui permettrait de tirer plus de
conclusions et d’inclure ces marqueurs dans les critéres de classification afin de permettre un

diagnostic le plus précoce possible et une meilleure prise en charge thérapeutique des patients.
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Annexe |

Tableau 1 Caractéristiques et résultats d’une partie des patients étudiés.

Patients Age Sexe CTX-1 ocL MMP-3 Vit D Erosion
1 a5 F 0,2 8,2 78 8 1
2 76 F 0,1 8,4 35 7 1
3 42 F 0,09 4,1 12 6 (]
4 22 F 0 1,5 91 5 (]
5 46 F 0,03 1,7 12 8 (]
6 a4 F 0,1 7,2 34 11 (]
7 52 F 0,1 2,6 98 12 1
8 36 F 0,1 18,8 26 13 (]
9 a5 F 0,05 31 52 14 (]

10 35 F 0,03 6 23 11 (]
11 61 M 0,2 4,9 152 10 (]
12 31 F 0,2 3,6 15 9 (]
13 67 F 0,8 15,9 60 8 1
14 47 F 0,06 8,6 12 7 1
15 52 M 0,1 5,5 64 11 (]
16 47 F 0,04 3,6 58 11 1
17 31 F 0,1 14,8 35 11 (]
18 36 F 2,1 2,6 98 12 1
19 44 M 0,3 13,2 48 13 (]
20 44 F 0,06 19,9 66 14 1
21 52 F 0,1 5,2 42 15 (]
22 62 F 0,2 2,4 34 19 1
23 53 F 0,01 2,2 13 16 0
24 36 F 0,02 9,4 16 17 1
25 71 F 0,1 3,7 20 14 1
26 45 F 0,2 4,3 145 18 1
27 53 F 0,1 20 228 10 1
28 59 F 0,1 3,2 20 9 0
29 33 F 0,3 6 40 9 0
30 50 F 0,4 3,8 34 8 1
31 61 F 0,4 32 93 4 0
32 42 F 0,2 1,9 46 11 1
33 54 F 1 15 42 12 1
34 68 F 1,15 58 214 13 1
35 69 F 0,2 9,4 57 23 0
36 66 M 0,167 4,43 37 1 0
37 66 F 0,3 13 27 2 0
38 42 F 0,6 11 39 5 0
39 67 F 0,2 4,1 90 15 1
40 52 F 0,12 14,574 9 13 1
a1 62 M 0,118 13,858 46 11 0




Annexe 11

NF du Dhoszier

A

N® de SaEie

FR RN,

Heomilr enom
Uatm de nahaanoe
Lam

o :
Adreaan Wilapa -
Profealon :

Hipital E Larvic

Wadecin Tralant

Lakdnet b il
Médecin TraRant

Trafmmant Fsgu

Datw da reb dh prke
Halure du prelévenent

Udlais ke premien sympifmes o date de recestion do prefevenent

Examens demandin | Gulde : Mombre deteak par Blan)
. Bilan Conrectivite

Eilan SAPL

Elan Myocathie  =flarmatziem

Eilan Vassularite

Blan GEW primitier

Bilan Conliague

Eilan abite

Eilan Gntrfie &lephigeeanémis de Be mer
. Bilan M3

10 &Bl1E

11. Factew Rhumitolde

BES e

Hezmzre d'enamens pathologizues @

Udlaia de rembe dea rioukbats

O I )
s

4

P )

FF )

I
I
i

4 4F
4 4F
s
iy
s
s
O
f44F
4 4F
iy
ISy

40 Fid
i
i
i




Annexe 11

Formulaire de Consentement libre, éclaire
(Dt MMS2-27E du § juillet 1950 portent ode de deontolome medi mle]

Jal requ oralemend of par sorf foutes les Informatons nécessaires poUr Comprendre
Fimbérds =f = démouement de Shede, les bEnddoes attendes, == onrainb=s = =3 risques
présicibies

Jal pu poser fouiss ez guestions nécsssafes A s bonne oomprdfension de D
Irforrmations =t [al Fegu des riponses daires ef pridses,

Jal @spost dun ddial de nifiedon SuSicant enine jes iRformations epuees e o
oorsarbemens avant de prendne ma dédsion.

En foi de quod, |"avoepis Ibremant of solemialirement de partiolpsr & catie reobarmhe.
Jarreps gue les nksulals de cetle #Sude qul seromt Duours anonymes, solent difusés A
s fines. solenifigues of en respecant les rigles déonipdogigues: de i communaabs sciemifigue.

Far allewrs, je pourral Svenfusiement e sori(e) 9= Méhade par e medecin 51 Mestime
n&rEssaine

Signahars ;

J= FECDITAlS 3o = prdsent formulaire de oonsemtermient & oorssns wolonairement 4 pariciper &
o= prmjet de recherche, Je reronnals suss] que le responsshis du projet 3 repondy & res guesSions
de manire safisfalcamis = gue sl dspose suSssmment de femps pour PETEChr & o dicision de
participer. Je comprends que ma particpation & cefle rechenche =ot folement wolonSaire = que =
peuE 7 mstine fin =n ot bemps, sans pénalRd davcune forme, nl jusification & donner. | me suist

fen infomer & esponsable du projet.

Signature du participant - D= I e,

Faged ouril




Annexe 1V

Dans I’évaluation de I’activité de la PR, nous avons recours a des indices, notamment, le DAS
28:
e DAS 28
DAS : Disease Activity Score.
28 : 28 articulations testées.

Il s’agit des criteres européens proposés par 'EULAR (European League Against
Rheumatism) dans la version simplifiée de 1996. L’indice DAS 28 est un score d’activité de
la PR permettant de mesurer cette derniére a partir d’une analyse statistique multivariée.

C’est un indice composite a quatre variables : le nombre d’articulations douloureuses, le
nombre de synovites, 1’appréciation globale par le patient (EVA) et la vitesse de
sédimentation (VS).

Tableau 2 : valeur du DAS 28 et son interprétation

DAS 28 Interprétation
DAS<2.6 PR en rémission
2.6 < DAS<3.2 PR faiblement active
3.2< DAS<5.1 PR modérément active

DAS >5.1 PR tres active



Annexe V
Clinique de la Polyarthrite rhumatoide

La PR se manifeste par des atteintes articulaires et extra-articulaire, préférentiellement les
articulations périphériques de facon symétrique, elle évolue par poussées ce qui permet de
décrire des formes débutantes et des formes évoluéees

1.5.1. Forme débutante de la PR

Cette forme peut durer de plusieurs mois a plusieurs années et elle propre & chaque individu.
Elle est aussi constante et difficile a diagnostiquer. La PR est bilatérale, symétrique et nue.ces
articulation sont douloureuses a la pression « Squeeze-test » et enflées révelent une
ténosynovite.

Dans la majorité des cas (70 %) d’une oligoarthrite distale d’apparition progressive
intéressant les poignets, une ou plusieurs articulations metacarpophalangiennes (surtout la
deuxiéme ou la troisieme) ou interphalangiennes proximales, parfois les avant-pieds. Les
articulations concernées sont douloureuses, partiellement enraidies. Le rythme des douleurs
est caractéristique d’un rhumatisme inflammatoire : nocturnes, réveillant les malades, elles
sont maximales le matin au réveil, entrainant un enraidissement articulaire qui céde dans la
matinée.

Dans 20 % des cas environ, la PR commence comme une polyarthrite aigué fébrile avec

importante altération de 1’état général, évoquant volontiers un état infectieux.

(S

Figure 05 : ténosynovite de I’extenseur du Figure 06 : ténosynovite des fléchisseurs
carpe (COFER., 2011) des doigts (COFER., 2011)




4.1 Forme évoluées de la PR

La phase initiale évolue vers une phase d’état ou correspond a 1’évolution de la maladie vers

une atteinte articulaire. Plusieurs articulations peuvent étre touchées, particuliérement :

Mains, poignets, pieds et vertebres cervicales bien que les articulations interphalangiennes

distales sont rarement touchés.

Tableau 1: atteinte articulaires de la PR

Localisation articulaire
Les Mains

Les Poignets

Les pieds

Les genoux

Le rachis cervical

Les epaules

Les coudes

Les hanches

Manifestations

= atteintes dans 90 % des cas
La deformation la plus caractéristique : déviation cubitale des
doigts.
Ou encore des déformations des doigts en boutonniére, ou en col
de cygne, des déformations du pouce en Z ou en adduction

= Atteintes dans 90 % des cas une arthrite radio-cubitale inférieure
induisant une géne a la supination

= atteints dans 90 % des cas surtout I'avant-pied et les articulations
métatarso-phalangiennes entrainant une géne a la marche

= Atteintes observées dans 60 % des cas, souvent avec un kyste du
creux poplité dont la rupture fait évoquer une phlébite

= présente des lésions dans 50 % des cas
responsables de cervicalgies avec ou sans irradiation
Risque principale de lésions est la luxation atloido-axoidienne.

= atteintes chez la moitié des patients (50 % des cas)
conduit a une limitation progressive en adduction et en rotation
interne en raison d'une synovite rhumatoide scapulo-humérale

= atteintes observées dans 40 % des cas
Des lésions induisent une attitude en flexion et conduisant a une
géne a la pronosupination

= Atteintes notée dans seulement 15 % des cas
Les lésions articulaires induisent des dégats souvent importants
conduisant fréquemment a une arthroplastie

Si la PR n’est pas suffisamment traitée, des manifestations extra-articulaires peuvent

développer. Les plus fréquentes

sont les nodules rhumatoides (brouillons sous-cutanés fermes

prés de proéminences osseuses telles que le coude). Une manifestation plus grave est la

vascularite rhumatoide, une inflammation nécrosante des artéres petites ou moyennes,

touchant principalement la peau,

le vasque nerveu et parfois les artéres d’autres organes.



Figure 07 : mécanismes de déformation des doigts. a) | Figure 08 : Atteintes du a" pouce en z
balance tendineuse normale ; b) doigt dit « en maillet | et b "pouce adductus"
» ; €) doigt dit « en col de cygne » ; d) déformation «

en boutonniére »

Tableau 2 : manifestations extra-articulaires de la PR

Localisation extra-articulaire

Manifestations

Peau

Nodules rhumatoides (10 a 20% des cas).

Vascularite rhumatoide (1% des cas) : purpura vasculaire avec
nécrose des doigts ou des orteils.

Ganglions lymphatiques

Adénopathies superficielles, mobiles et infra-centimétriques (20 a
30% des cas).

Glandes exocrines

Syndrome sec (20 a 25% des cas).

Coeur Péricardite.
Poumon Bronchectasies.
Pleurésie rhumatoide.
Fibrose pulmonaire interstitielle diffuse.
Nodule rhumatoide.
Eil Sclérite et épisclérite (1 a 5% des cas) : risque de scléromalacie

Hématologique

Syndrome de Felty.

Pseudo-syndrome de Felty (lymphocytose a larges lymphocytes
granulomateux).

Rein

Amylose AA




Annexe V

Matériels non biologique

Materiels biologique

Appareillage

Micropipettes
permettant de
prélever des volumes
de:20a25pL et de
10 4 1000 pL
Chronometre de
laboratoire

Cuve a coloration
Embouts jetable
Gants

Tubes a essai pour
préparer les dilutions
de sérum

Papier buvard.

Verrerie standard de
laboratoire pour la
préparation des
solutions substrat, de
lavage et d’arrét

Eau distillée

Sang veineux prélevé
dans un tube sec
Le kit N-MID®

Osteocalcine ELISA
Le kit Sérum
CrossLaps® ELISA
Le kit Aeskulina

MMP-3

= | ecteur de
microplaques ELISA
a absorbance.

= Laser-néphélémétrie

— Matériel non biologique




Figure présentant des différents materiels non biologiques utilisés




— Les différents réactifs utilisés
o Le kit N-MID® Osteocalcine ELISA

Composition du coffret :
Chaque trousse contient les quantités nécessaires pour 96 tests.



o Le kit Serum CrossLaps® ELISA




o Le kit Aeskulisa MMP-3

Aaesku.DacNosTics AESKULISA' MMP-3

-
B e DaaosTes CRes i
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ENZYME IMMUNOASSAY FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE
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