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Résumeé

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent.
Cette maladie auto-immune se manifeste par des poussées d’arthrite, en particulier des
mains, et peut entrainer des manifestations systémiques. En I'absence de traitement, le
cartilage articulaire se détruit. Il est donc nécessaire de pouvoir faire un diagnostic rapide de
la maladie.

La physiopathologie de |la PR est complexe. C'est une maladie génétique ou il existe plusieurs
alleles de susceptibilité HLA-DRB1. Plusieurs auto-anticorps ont été décrits dans cette
maladie. La famille la plus spécifique d’auto-anticorps reconnait les protéines citrullinées. lls
sont détectés par les tests anti-peptides cycliques citrullinés (anti-CCP).

1/U’objectif de notre premier travail était de montrer I'influence des alleles susceptibilité
HLA-DR sur la présence d’anti-CCP dans notre population marseillaise de PR. Nous avons
montré que les alléles de susceptibilité HLA-DR ne sont pas nécessaires a la présence des
anticorps anti-CCP. Nous avons mis en évidence une association entre l’allele HLA-
DRB1*04:04 et la présence des anti-CCP.

2/Environ un tiers des patients présentant une PR n’ont pas d’anticorps anti-CCP. Nous
avons donc recherché des nouveaux auto-anticorps pour le diagnostic de la maladie.

Les auto-anticorps dirigés contre le domaine catalytique de la protéine B-Raf (v raf murine
sarcoma viral oncogen homologue B1) ont été identifiés par la technique des puces a
protéines chez les patients PR. B-Raf est une sérine-thréonine kinase qui est impliquée dans
la voie des MAP-kinase jouant un role dans l'inflammation. Nous avons montré que les
auto-anticorps anti-B-Raf activent B-Raf.

En recherchant quels épitopes sont reconnus par ces auto-anticorps, nous avons montré
que le peptide p25 (656-675) de B-Raf est spécifiquement reconnu par les auto-anticorps
des PR. Les auto-anticorps anti-p25 identifient 21% des patients PR sans anticorps anti-
CCP.

3/En utilisant des puces a protéines, nous avons identifié 24 nouveaux auto-antigénes
associés aux PR débutantes. Quatre de ces auto-antigénes ont été validés par ELISA :
GABARAPL2 (GABA(A) receptor associated protein like, ZNF706 (zinc finger protein) 706,
TPM2 (tropomyosin 2) et WIBG (within BGCN homolog (Drosophila)). Les auto-anticorps
anti-WIBG identifient exclusivement les PR.

Ces nouveaux auto-antigenes pourront étre utilisés dans le diagnostic des PR débutantes et
des PR sans anticorps anti-CCP.
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INTRODUCTION

1.La polyarthrite rhumatoide (PR)

La polyarthrite rhumatoide (PR) est caractérisée par une atteinte articulaire
bilatérale et symétrique, évoluant vers la destruction des articulations
atteintes. Le terme « rheuma » veut dire « ce qui s'écoule » et désigne
I’épanchement articulaire.

La PR est une maladie systémique car elle ne concerne pas seulement les
articulations. Le poumon, le cceur et le systeme nerveux peuvent étre atteints.

La PR est une maladie auto-immune. En effet il existe des anomalies du
systéme immunitaire qui se manifestent par la production d’auto-anticorps.

La PR a été identifiée il y a plusieurs milliers d’années en Amérique du Nord
mais la maladie n’est apparue en Europe qu’au 17éme siecle. Elle est en pleine
révolution thérapeutique depuis les années 2000 avec lutilisation des
médicaments de la famille des anti-TNFo. qui ont largement amélioré le
traitement de la maladie.

La cause de la maladie est toujours inconnue. Les génes HLA-DR constituent le
facteur génétique de risque le plus important. Les auto-anticorps anti-citrulline
jouent un role majeur dans la maladie.

1. Epidémiologie

La PR est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. On estime
que sa prévalence mondiale est d’environ 0,5% (Lawrence et al., 1998; Kvien
et al., 1997). En France, sa prévalence est estimée a 0.3% (Guillemin et al.,
2005) et a 0,7% pour la région PACA (Roux, 2007).

Depuis les années 1950 une diminution de la prévalence a été notée dans la
plupart des pays (Uhlig, 2005).

L'incidence de la maladie est estimée a 20 a 75 cas/ 100 000 par an aux Etats-
Unis (Gabriel et al., 1999) et en Europe du Nord (Aho et al., 1998). Elle est plus
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faible au Sud de I'Europe avec environ 8 cas/100 000 en Espagne (Carbonell et
al., 2008).

L'incidence est la plus haute entre 40 et 60 ans et les femmes sont 3 fois plus
touchées que les hommes (Carbonell et al., 2008).



2. Présentation clinique

a) Lésions histologiques

La membrane synoviale est la principale cible de la PR. La synoviale recouvre la
capsule articulaire, la gaine des tendons et les bourses séreuses (figure 1).

Os

Capsule
articulaire

o Ligament
Liquide articulaire
synovial
Membrane

synoviale

Tendon

Figure 1 Schéma de I'articulation du genou

La synoviale normale est composée d’'une couche unique comprenant 2 types
de cellules : les synoviocytes A qui sont des macrophages et les synoviocytes de
type B qui sont des fibroblastes. Il n’y a pas de membrane basale.

La synovite inflammatoire est la lésion élémentaire responsable de la
destruction articulaire dans la PR. Les premieres lésions touchent les micro-
vaisseaux situés sous la synoviale. La synoviale prolifere, a la fois a partir des
synoviocytes de type A et de type B, et par 'arrivée par voie vasculaire de
lymphocytes T (LT) CD4+. Ces cellules s’organisent en agrégats lymphoides dont
la structure rappelle celle d’'un ganglion. On trouve également de la nécrose et
des dépdts de fibrine. La synoviale devient hyperplasique et hypertrophique.
Elle forme des villosités macroscopiques dans la cavité articulaire appelées
pannus synovial. Les LT activés et les synoviocytes sécretent des cytokines pro-
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inflammatoires et des métallo-protéases qui agressent le cartilage et
entrainent une destruction osseuse sous-chondrale (Firestein, 1996).

b) Atteintes articulaires

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 inter-phalangiennes proximales, et
les métatarso-phalangiennes (figure 2). Le patient décrit des douleurs de
rythme inflammatoire et I’examen objective une synovite (gonflement
articulaire). Les ténosynovites (extenseur ulnaire du carpe) et bursites
(olécranienne, achilléenne) sont fréquentes.

A la phase de début, les Iésions sont douloureuses mais réversibles. Les phases
inflammatoires évoluent par poussées successives favorisées par les infections,
le stress, les interventions chirurgicales. En I'absence de traitement adapté, les
articulations sont déformées par ces poussées inflammatoires du fait de la
destruction du cartilage articulaire et des lésions tendineuses.

Les déformations les plus typiques aux mains sont : le pouce en Z (hyperflexion
de la 1°™métatarso-phalangienne), les doigts en maillet, en col de cygne, en
boutonniére (rupture des extenseurs et fléchisseurs de doigts), le coup de vent
ulnaire par subluxation des articulations métacarpo-phalangiennes (figure 3).

Pour le pied: hallux valgus, pied plat triangulaire, orteils en griffe. D’autres
atteintes sont fréquentes : le flessum des coudes, I'arthrite cervicale entre les
deux premieres vertebres responsables de compression médullaire.



Figure 2 : Articulations les plus souvent atteintes dans la PR

Toutes ces lIésions sont responsables d’'un handicap esthétique et fonctionnel
retentissant sur la qualité de vie et I'aptitude professionnelle.

Figure 3 Déformation typique des mains dans une PR : subluxation des articulations métacarpo-
phalangiennes
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c) Atteintes extra-articulaires

Elles sont présentes chez environ 40% des patients et sont d’autant plus
fréquentes que la maladie articulaire est sévere.

Les nodules rhumatoides sont des tuméfactions arrondies localisées
principalement dans les tissus sous-cutanés, aux faces d’extension des coudes,
sur le tendon d’Achille, autour du pavillon de I'oreille (figure 4). lls sont trés
spécifiques de la maladie mais apparaissent tardivement au cours de la PR et
sont corrélés a d’autres complications extra-articulaires. Il s’agit d’un foyer de
nécrose fibrinoide entouré d’une couronne histiocytaire palissadique.

Il s’agit de I’atteinte extra-articulaire la plus fréquente (20% des patients) et la
plus précoce (aprés 3 ans d’évolution de la maladie) (Turesson et al., 2008).

Figure 4 Nodules rhumatoides localisés sur le tendon d’Achille

La vascularite rhumatoide est une complication sévere et rare (1%) de la
maladie. Il s’agit d’une vascularite leucocytoclasique le plus souvent. Elle est
due a des dépdts de complexes immuns dans la paroi vasculaire. Elle se
manifeste surtout par des ulcérations cutanées (Mikuls, 2003).

La maladie peut toucher tous les organes. Les atteintes les plus fréquentes sont
le coeur (péricardite, myocardite), le poumon (pleurésie, fibrose pulmonaire,
nodules), les yeux (sclérite), le rein (glomérulopathie et amylose secondaire).
Des complications nerveuses sont possibles (vascularite nerveuse, compression
radiculaire (nerf médian au canal carpien) ou médullaire.



d) Co-morbidités

La PR était considérée jusqu’au début des années 1980 comme une maladie
handicapante mais avec un bon pronostic vital. Cette notion n’est plus
d’actualité car il a été mis évidence une surmortalité cardio-vasculaire dans la
PR qui est responsable d’'une diminution de la durée de vie de 10 ans en
moyenne. |l existe donc un enjeu vital a traiter les patients.

Les complications cardio-vasculaires sont fréquentes et représentent la moitié
des causes de déces liés a la PR. Le risque relatif de déces cardiovasculaire est
de 2,2. Le risque d’insuffisance cardiaque congestive est augmenté de 60% et le
risque d’infarctus est augmenté de 40%. Le risque cardio-vasculaire est lié chez
ces patients a l'augmentation des facteurs de risque classiques (tabagisme,
hypertension, diabéte, cortisone) mais aussi a I'inflammation systémique liée a
la PR non controlée (Mikuls, 2003). En pratique la PR est actuellement
considérée comme un facteur de risque cardio-vasculaire indépendant.

L'ostéoporose. L'inflammation systémique chronique est responsable d’une
perte osseuse générale. La PR est reconnue comme un facteur d’ostéoporose
indépendant des traitements administrés. Un tiers des femmes souffrant d’une
PR vont avoir une fracture ostéoporotique au bout de 5 ans d’évolution de la
maladie (El Maghraoui et al., 2010).

Les infections sont plus fréquentes. Elles représentent un quart des causes de
déces dans la PR. Selon les études le risque relatif est de 5 a 15 par rapport a la
population générale. Elles sont favorisées par les traitements immuno-
suppresseurs et le diabete cortico-induit. Il s’agit d’infections principalement
pulmonaires et cutanées (Mikuls, 2003).

Les syndromes lympho-prolifératifs. Le risque relatif de lymphomes malins non
hodgkiniens dans la PR est de 2 a 23 et de 2 a 7 pour la maladie de Hodgkin
selon les études (Mikuls, 2003). Ce risque varie en fonction des traitements
utilisés, de l'activité de la maladie et de I'ancienneté de la maladie.



3. Les acteurs de I'arthrite rhumatoide

a) Le role central des LT

e Comment le LT contribue a la formation du pannus synovial

Au départ de I'inflammation, il y a I'activation des LT par la reconnaissance d’un
antigene. On ne connait pas I'antigene déclenchant.

Les LT, une fois activés, sont recrutés dans la synoviale a partir du sang
périphérique. Ce recrutement des LT est favorisé par une angiogénese
exacerbée notamment par l'intermédiaire du VEFG (vascular endothelial
growth factor) (Szekanecz et al., 2009).

Les LT de la synoviale rhumatoide sécrétent davantage de cytokines pro-
inflammatoires (Dolhain et al., 1996). Cette sécrétion va permettre I’activation
des cellules synoviales résidentes (LB, macrophages, cellules endothéliales et
fibroblastes). L'ensemble de ces cellules synoviales activées va sécréter des
cytokines, chemokines et métallo-protéases. C'est une boucle d’inflammation.

e Particularités des LT dans la PR

Le profil des LT est de type Thl. Les LT CD4+ naifs (ThO) aprés reconnaissance
d'un antigene vont se différencier en plusieurs types de LT. Les lymphocytes de
type Thl produisent des cytokines pro-inflammatoires: l'interféron gamma
(INFy), le Tumor necrosing Factor alpha (TNFa) et I'interleukine 2 (IL-2). Les LT
de type Th2 sécrétent des cytokines anti-inflammatoires (surtout I'lL-4 et IL-10)
(Mosmann et al., 1989; Lutzky et al., 2007). Dans la synoviale rhumatoide, les
lymphocytes Thl sont particulierement abondants.

En 2007, un autre type de LT, distinct des LT Th 1 et Th 2, sécrétant de I'lL-17,
a été identifié et nommé Thl7. Les LT Th 17 ont un réle pro-inflammatoire
dans la PR (Bettelli et al., 2007). Les LT Th 17 sécretent aussi de I'lL-6, de I'lL-21,
de I'lL-22 et du TNFa. Les LT Th 17 sont stimulés par I'lL-6 et I'lL-23 (Miossec et
al., 2009).

Les LT régulateurs sont déficients dans la PR. L'activation des LT est sous le
contréle des LT régulateurs CD4+ CD25+. Ces LT régulateurs (T reg) sont
capables d’inhiber I'expansion clonale des LT CD4+. Chez les patients atteints
de PR, il existe un déficit quantitatif et fonctionnel de ces LT dans le sang et
I’articulation (Yamagiwa et al., 2011).



Les LT auto-réactifs sont plus nombreux. On appelle LT auto-réactifs, les LT qui
sont capables de réagir avec des peptides du soi présentés dans un contexte
HLA donné. Chez les patients atteints de PR, la proportion des LT auto-réactifs
serait plus élevée que chez les sujets normaux et serait due a une anomalie de
la sélection thymique. Dans le thymus, les LT qui reconnaissent les peptides du
soi meurent en général par apoptose. Cette sélection clonale dite négative
serait déficiente chez les malades atteints de PR et contribuerait a la survie
d’un plus grand nombre de LT auto-réactifs. Cette hypothése est soutenue par
les différences observées entre le répertoire des LT des malades atteints de PR
et celui des sujets normaux (Schmidt et al., 1996).

b) Les synoviocytes forment le pannus synovial

Les synoviocytes A activés par les LT sont les véritables moteurs de
I'inflammation. Ils produisent des médiateurs primaires : les prostaglandines,
les leucotrienes, les radicaux libres et des protéases qui participent a la
destruction tissulaire. Ils produisent aussi des médiateurs secondaires
principalement les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a (Kinne et al.,
2000).

Les synoviocytes B se caractérisent aussi par une capacité de prolifération qui
ressemble a celle des cellules cancéreuses par exemple la perte d’inhibition de
contact et I'augmentation de l'expression des proto-oncogénes (You et al.,
2006).

c) Le réle des LB

Plusieurs données ont montré I'importance des LB dans le développement de
la maladie, en particulier les plasmocytes qui produisent les auto-anticorps. Ces
auto-anticorps font de la PR une maladie auto-immune. Les différents auto-
anticorps connus dans la PR sont décrits chapitre Ill.

Les LB interviennent aussi dans la formation de la synovite rhumatoide. Le
nombre des LB peut étre tres élevé dans le pannus synovial, on parle alors de
synovite de type folliculaire.

Les LB aident a 'activation des LT. lls sont capables de présenter des antigenes
aux lymphocytes TCD4+ via les molécules HLA-DR qu’ils expriment.



d) Les cytokines

Dans la PR, il existe un déséquilibre entre les cytokines pro et anti-
inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires produites par les monocytes/
macrophages (TNF-a, IL-1, IL-6) sont augmentées dans les articulations
rhumatoides.

Le TNF-o. a un réle capital dans I'entretien de I'inflammation articulaire (Keffer
et al., 1991). Il est principalement produit par les macrophages (Park et al.,
2007).

Le TNF-a existe sous 2 formes : le TNF soluble et membranaire. Il peut se lier a
2 types de récepteurs, le TNF-R1 (TNF-a receptor type 1) et le TNF-R2 (TNF-
receptor type 2). Le TNF-R1, ubiquitaire, peut étre activé par le TNF-
o membranaire et le TNF-a soluble, alors que le TNF-R2 que l'on trouve
uniguement dans les cellules immunitaires, se lie uniquement au TNF-
o. membranaire.

Le TNF-a entraine la production d’IL-1 et d’IL-6, augmente les molécules
d’adhésion endothéliales et augmente la production des métallo-protéases qui
agressent le cartilage articulaire (Clark, 2005).

L’IL-1 est produite dans I'articulation principalement par les macrophages. Elle
a un effet pro-inflammatoire dans la PR, activant les LT, les LB et les
macrophages, stimulant la production de molécules d’adhésion, du TNF-a. et de
des prostaglandines. Elle a également une action destructrice dans
I'articulation (production des métallo-protéases de maniére plus importante
que le TNF-a.) (Dayer, 2003).

L’IL-6 est sécrétée uniqguement en situation pathologique. Elle est produite par
plusieurs types de cellules (LT, LB, fibroblastes, cellules endothéliales,
monocytes) en réponse a différents stimuli (IL-1, TNF-a, IFN-y). Elle est un
acteur central de la phase aigué de lI'inflammation. L’IL-6 induit la production
d’auto-anticorps par les plasmocytes mais n’a pas de role sur leur prolifération.
Elle entraine I'activation et la prolifération des LT dans le thymus via I'lIL-2. Elle
a un rble dans la destruction osseuse en activant les ostéoclastes (Park et al.,
2007).
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L’IL-17 stimule la production de métallo-protéases par les ostéoblastes et les
chondrocytes. Elle augmente I'expression du RANK-ligand (receptor activator of
nuclear factor-kB) par les ostéoblastes. Le RANK-ligand active les ostéoclastes,
ce qui entraine la résorption osseuse (Miossec et al., 2009).

L’IL-23, produite par les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules
présentatrices d’antigénes, contréle la production d’IL-17 par les LT Th 17
(Aggarwal et al., 2003).

Le role central de ces cytokines dans la pathogénie de la PR a été démontré ces
dernieres années avec |'utilisation des traitements capables de les neutraliser.
(tableau 7 p56).

e) Les voies de signalisation intracellulaires inflammatoires

La fixation d’une cytokine a son récepteur membranaire entraine des
phosphorylations en cascade sur des enzymes appelées protéines kinases qui
vont activer a leur tour des facteurs de transcription. Ces facteurs de
transcription régulent la synthése de protéines en agissant directement sur le
promoteur des genes codant pour des protéines de linflammation, en
particulier les métallo-protéases.

Dans la PR, les principales voies de signalisation impliquées dans I'inflammation
sont les voies des MAP-kinases (mitogen activated protein kinases). Il existe
trois familles de MAP-kinases : ERK (extra-cellular related kinase), c-Jun et p38-
MAPK-kinase. Toutes les trois sont exprimées dans le tissu synovial des patients
atteints de PR (figure 5).

La voie ERK aboutit a la translocation dans le noyau de facteurs de transcription
c-fos et c-jun qui vont permettre I'expression de protéines impliquées dans la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.

Les voies c-Jun et p38 MAP-kinase activent des facteurs de transcription tels
gue Jun, BCI2, p53, NFkB qui vont permettre I'expression de protéines de
I'inflammation, de I'apoptose ou encore de la motilité cellulaire.

Ces voies de signalisation intra-cellulaires sont des cibles de traitement de la PR
en cours d’évaluation. Par exemple I'inhibiteur de MEK1 permet de diminuer
I'inflammation (Nishikawa et al., 2003) et la destruction cartilagineuse dans un
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modele d’arthrite au collagene (Thiel et al., 2007). De méme |'administration
d’un inhibiteur de ERK permet de diminuer le développement d’arthrite au
collagéne (Ohori et al., 2007). Des inhibiteurs de p38 MAP-kinase ont été
essayés avec succes chez des rats présentant une arthrite au collagéne en
diminuant les signes d’arthrite (Nishikawa et al., 2003).

Stimulus inflammatoire

(IL-6, TNF, UV, facteurs croissance)
Ras
RAF MKKK MKKK
| !
MEK MKK MKK
! l
ERK p38
v ¥
MAPKAPK INK MAPKAPK
¥ ¥
cfos et cjun Jun, BCI2, p53, NFkB

Figure 5 Principales voies de signalisation impliquées dans la PR. MEK=MAP mitogen extra-cellular
regulated kinase, ERK =extra-cellularly regulated kinase; JNK = c-Jun N-terminal kinase; MAP =
mitogen-activated protein; MAPKAPK = MAP kinase-activated protein kinase; MKK = MAP kinase
kinase; MKKK = MAP kinase kinase kinase.
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2.Les origines de la PR

Les mécanismes physiopathologiques de la PR ne sont pas encore élucidés mais
de nombreuses pieces du puzzle sont assemblées. Plusieurs acteurs
interagissent dans la survenue d’une PR : un terrain génétique prédisposant,
des facteurs environnementaux et des facteurs liés au sexe.

1. Les acteurs génétiques

La connaissance d’une prédisposition génétique dans la PR est venue de
I’analyse des paires de jumeaux dont l'un présentait une PR. Le taux de
concordance dans les paires de jumeaux homozygotes est de 12 a 30% et de 5
a 10% pour les jumeaux dizygotes du méme sexe (Dieudé et al., 2005).

Une étude réalisée sur 148 paires de jumeaux (64 paires de jumeaux
monozygotes et 84 paires de jumeaux dizygotes) montre que les facteurs
génétiques contribuent pour 60% au développement de la PR (van der Woude
et al., 2010).

a) Les genes HLA-DR sont les principaux facteurs de
prédisposition a la PR

Les genes HLA-DRB1

Les alleles de prédisposition HLA-DR représentent le facteur génétique le plus
important dans la PR : environ 40% des facteurs génétiques (Bowes et al., 2008;
Imboden, 2009). Environ 40% de la population générale possede un des alleles
de prédisposition a la PR, versus 70% des patients atteints de PR (Dieudé et al.,
2005).

Les genes HLA-DRBL1 font partie du systeme HLA de classe Il qui est situé sur le
chromosome 6. Le systeme HLA (human leucocyte antigen) comporte trois
classes de genes (figure 6):

- les genes de classe | codent pour la chaine o (chaine lourde) des molécules
d’histocompatibilité de classe |. Cette chaine lourde, associée a la B2-
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microglobuline, présente des peptides d’origine endogéne aux LT CD8+
cytotoxiques. Les 3 genes principaux sont les genes HLA-A, HLA-B et HLA-C
(Staerz et al., 1987).

- les génes de classe I, en particulier les genes HLA-DRB1, codent pour les
molécules HLA-DR qui sont surtout exprimées sur la membrane des cellules
présentant I'antigéne. Elles présentent des peptides exogénes aux LT CD4+.

- les génes de classe Ill forment un ensemble hétérogéne comportant les génes
du TNF a et 3, les genes du complément, et des genes dont la fonction est
inconnue.

chromosome 6

Figure 6 Localisation des genes HLA-DR sur le bras court du chromosome 6 (d’aprés Narinder)

Les molécules HLA-DR

Ces molécules sont composées d’une chaine A et d’une chaine B, avec un site
de liaison pour le peptide antigénique. La chaine A est codée par le gene HLA-
DRA peu polymorphe et |la chaine B est codée par plusieurs genes dont HLA-
DRB1 est le plus polymorphe. C'est ce polymorphisme concentré sur trois
régions dites hypervariables qui permet de définir des alleles. La molécule HLA-
DR est formée de 2 hélices a et de feuillets 3.

14



Nomenclature des alleles HLA-DR

La nomenclature des alleles HLA-DR est maintenant définie par le séquencage
direct des geénes (Marsh et al.,, 2010). Par exemple pour l'allele HLA-
DRB1*04:04 (figure 7) :

- D désigne un ensemble de 30 génes faisant partie de la région HLA de classe Il
- R désigne la sous-région

- B désigne la chaine B

- 1 désigne le locus 1 des génes DR

- un astérisque suivi de 4 chiffres : les 2 premiers désignent l'allele, les 2
derniers le sous-type allélique, séparés par deux points.

HLA-DRB1*04:04

P

Géne O Sous-région R Chaine B1  Type allélique  Sous-type allélique

Figure 7. Nomenclature des alléles HLA de classe |l

e Lien entre les génes HLA-DR et la PR
L’épitope partagé

Depuis la fin des années 70, on sait que la région HLA-DRB1 représente le
principal locus de susceptibilité a la PR (Stastny, 1978).

En 1987, P. Gregersen a montré que la susceptibilité a la PR n’est pas associée a
un allele particulier mais a une séquence d’acides aminés présente sur
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plusieurs alleles. Les alleles de susceptibilité ont dans la troisieme région
hypervariable de leur chaine B1 en position 70-74 une séquence conservée
d’acides aminés (QKRAA, QRRAA, ou RRRAA) appelée épitope partagé (EP)
(Figure 8) (Gregersen et al., 1987).

6 70 74 80
HADR1 . KDLLE ORRAA \DTYCR 0101, 0102

HADRI0 — \puE RRRAA VDTYCR 1001
— KDULE QKRAA \WDTYCR 041
| KDLLE ORRAA \DTYCR 0404 0408

HADR4 __ KDLLE ORRAA \OTYCR 0405

. KDILE DERAA VOTYCR 0402

— KDLLE QRRAE \WTYCR 0403 0406

Figure 8 Séquence de I'épitope partagé sur les différents alléles de susceptibilité (en jaune)

L’épitope partagé est situé dans une poche d’ancrage a peptide de la molécule
HLA-DR, la poche P4 (Stern et al., 1994) (figure 9). C'est la charge de cette
poche P4 qui définit des alleles de susceptibilité a la PR, des alleles neutres et
des alléles protecteurs (Reviron et al., 2001).
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Figure 9 Cristallographie de la molécule HLA-DR correspondant au génotype HLA-DR4. Les 2 hélices
o, en rouge I'épitope partagé, et en gris foncé le peptide présenté

Les alleles de susceptibilité

Les alléles de susceptibilité sont :

- HLA-DRB1*01:01 et HLA-DRB1*01:02

- HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:04, HLA-DRB1*04:05 et HLA-DRB1*04:08
- HLA-DRB1*10:01 et HLA-DRB1*14:02

Ces alleles ont une charge tres positive dans leur poche P4.

Les alleles protecteurs sont principalement HLA-DR7, HLA-DR8, HLA-DR11,
HLA-DR13 (Reviron et al. 2001). Ces alléles ont une charge neutre ou négative
dans leur poche P4.

Les alleles neutres sont HLA-DRB1*03, *04:03, *04:06,*04:07, *09:01, *11:07,
*14, *15, et *16. Ces alléles ont une charge positive.

En France, environ 50% des PR ont un seul allele de susceptibilité, 25% en ont
deux, et 25% n’en ont aucun (Reviron et al., 2001). En Amérique du Nord
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I’association est moins forte : 50% des patients PR ont un des alleles
susceptibilité (Hughes et al., 2008).

Le risque et |la sévérité de développer une PR ne sont pas équivalents pour tous
les alleles de susceptibilité. En particulier I'allele HLA-DRB1*04:01 prédispose
au phénotype le plus sévere (Ollier et al., 1984; Weyand et al., 1995). Plusieurs
études ont montré que les alleles HLA-DR4 sont associés a la présence de
manifestations extra-articulaires (Ollier et al., 1984).

L’effet dose

Il existe aussi un effet dose et synergique des alleles de susceptibilité
(Wordsworth et al., 1992; Jawaheer et al., 1994). Par exemple en France, la
probabilité de développer une PR en 'absence d’alléle de susceptibilité est de
1/230. Elle est de 1/50 pour un sujet porteur d’un alléle susceptibilité. Elle est
de 1/3 pour un sujet porteur de 2 alléles de susceptibilité (Roudier, 1995). Le
risque et la sévérité les plus forts sont associés aux génotypes HLA-
DRB1*04:01/04:04 et HLA-DRB1*04:01/04:01 (Wordsworth et al., 1992).

Les alleles de susceptibilité de la PR sont repartis différemment selon les
populations. Les alleles HLA-DR4 sont les plus fréquents en Europe du Nord et
aux Etats-Unis. Les alleles HLA-DRB1*01:01 et HLA-DRB1*01:02 sont plus
fréquents dans les populations méditerranéennes (Reviron et al., 2001). Chez
les Indiens Pima l'allele le plus fréquent est HLA DRB1*14:02 (Ferucci et al.,
2005).

b) Les autres génes de prédisposition

D’autres génes de susceptibilité a la PR ont été identifiés (figure 10-tableau 1).

ANKRDSS, IL6ST

KIFSA, PIPIK2C Clorf13. GINI
TNFRSF14 PROMI SPRED?
cCcL2] CD2. CDSS CCR6
PRKCQ FOGR2A IFF3
PADIS TRAF1/CS CD40 PTPRC IRF$
HIA-DRw4 PTPN22 STAT4 IL2RA REL PAK
SE alleles CTLAS TNEAIP3 IL2RB BLK RBPJ

TAGAF
DIDXS

Figure 10 Génes impliqués dans la PR (d’aprés Bax)
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PTNP22

Le géne PTPN 22 est le deuxieme facteur de susceptibilité a la PR. Il a été mis
en évidence initialement dans une cohorte de patients américains, européens
et asiatiques (Begovich et al., 2004), puis confirmé dans une méta-analyse
concernant 20 000 PR et 22 000 controdles (Lee et al., 2011).

Le géne PTPN22 localisé sur le chromosome 1p13 code pour une protéine
tyrosine phosphatase (protein tyrosine phosphatase non-receptor 22). Le role
de cette phosphatase est d’inhiber I'activation des LB et LT. La prévalence de
I'allele a risque est de 28% dans la PR versus 17% de la population générale.
Ceci correspond a un OR de 1,56 et 1,75 respectivement pour les populations
européennes et non-européennes (Lee et al., 2011). Cependant ce
polymorphisme n’est pas spécifique de la PR puisqu’il est aussi associé au
diabéte de type 1, a la sclérodermie et a la sclérose en plaque.

TRAF1/C5

En 2007, le locus TRAF1/C5 a été identifié par la technique d’analyse de géne
candidat (Kurreeman et al., 2007) et de maniere concomitante par 'analyse du
génome entier : soit 300 000 SNP sur 500 PR et 1800 contréOles provenant de
Suéde et d’Amérique du Nord. Ce locus TRAF1/C5 est lié a la PR (OR=1,28)
(Chang et al., 2008). TRAF1 (TNF receptor-associated factor 1) et C5
(complement component 5) sont situés sur le méme locus TRAF1/C5 sur le
chromosome 9g33-34. TRAF1 et TRAF2 forment un hétérodimere intervenant
dans la voie de MAP-kinases. C5 est un élément de la cascade du complément.

La région 6923

En 2007 Wendy Thomson a montré que la région intergénique 6q23 contient
un SNP lié a la PR. Cette région est attenante au gene TNF-AIP3 (TNF-& induced
protein 3) (Thomson et al., 2007). Le géne TNFAIP3 inhibe la stimulation du
facteur de transcription NFkB par le TNF-o et par les Toll-like recepteurs. Le
polymorphisme identifié n’est pas spécifique de la PR. Il est impliqué dans
plusieurs maladies auto-immunes: dans la PR (OR=1.9), le syndrome de
Sjogren, (OR=3.38), la maladie de Crohn (OR=2.25) et le psoriasis (OR=0.037)
(Musone et al., 2011).
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STATA

En 2007 Remmers a découvert que le polymorphisme de STAT4 (signal
transducer and activator of transcription 4) est lié a la PR dans une population
d’Amérique du Nord avec un OR de 1,32 (Remmers et al., 2007b). Ces résultats
ont été confirmés dans la population coréenne (Lee et al., 2007). STAT4 code
pour une protéine impliquée dans la transmission du signal intracellulaire.

Cependant le polymorphisme de STAT4 n’est pas spécifique de la PR puisqu’on
le retrouve aussi dans plusieurs autres maladies auto-immunes comme le lupus
(OR=1,5) (Remmers et al., 2007a).

PAD4

En 2003, une étude sur la population japonaise a décrit un polymorphisme du
géne de la peptidyl-arginine-déiminase 4 (PADI4) dans la PR. Ce polymorphisme
est localisé dans l'intron 3, avec un OR a 1,97 (Suzuki et al., 2003). Cependant
ce résultat n’a pas été confirmé dans la population causasienne (Burr et al.,
2010).

Facteur de risque | Niveau de preuve Spécificité pour la PR
génétique

Alleles HLA-DRB1 confirmé oui

PTNP22 confirmé non

Locus TRAF1-C5 confirmé non

région 6q23 confirmé non

STAT4 confirmé non

PAD4 non confirmé

Tableau 1 Facteurs génétiques de prédisposition a la PR (d’aprés Klareskog)

2. Les acteurs environnementaux

Les facteurs génétiques n’expliquent pas a eux seuls le développement de la
PR. Le seul facteur environnemental identifié dans la physio-pathologie de la PR
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est le tabagisme. Les infections virales et bactériennes sont des facteurs
potentiels.

a) Le tabagisme

Le tabagisme augmente le risque de développer une PR

Le tabagisme est le facteur environnemental le plus clairement établi. Le
premier travail sur le sujet date de 1987 (Vessey et al., 1987). Une étude sur
des jumeaux a montré un risque plus élevé de développer une PR chez les
patients tabagiques (Silman et al., 1996). Le risque relatif de développer une PR
est de 2, que ce soit pour un tabagisme en cours ou sevré (Stolt, 2003).

La durée du tabagisme augmente le risque de développer une PR (Voigt et al.,
1994).

Le tabagisme augmente la sévérité de la PR

Le tabagisme est aussi lié a la sévérité clinique de la maladie, aux
manifestations extra-articulaires, a la progression radiologique (Saag et al.,
1997)(Masdottir et al., 2000).

Tabagisme et inflammation

Le tabagisme modifie le fonctionnement du systeme immunitaire. La fumée de
cigarette elle-méme et la nicotine diminuent l'activité phagocytaire des
macrophages et alterent donc la défense anti-microbienne. La fumée de
cigarette contient beaucoup de radicaux libres donc augmente le stress
oxydatif (Baka et al., 2009).

Tabagisme et citrullination

Le tabagisme interviendrait dans la citrullination par I'augmentation de
I’expression des PAD, enzyme responsable de cette modification. Il a été mis en
évidence une augmentation de I'expression de PAD2 dans des biopsies de
muqueuse bronchique de fumeurs comparées aux non-fumeurs
(Makrygiannakis et al., 2008).
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b) Les infections

Plusieurs virus peuvent entrainer l'apparition d’une arthrite transitoire: la
rubéole, le parvovirus B19, I'hépatite B et C, le virus HTLV1, et le virus du
Chikungunya. L’exposition a des agents infectieux notamment le virus
d’Epstein-Barr (EBV) et la bactérie porphyromonas gingivalis (p. gingivalis)
pourrait jouer un role dans la PR.

EBV

Le candidat infectieux le plus sérieux est le virus d’Epstein-Barr (EBV). Le virus
d’Epstein Barr est un herpeés virus qui infecte 98% de la population mondiale. Il
est impliqgué dans la mononucléose infectieuse et dans certains lymphomes.
Plusieurs arguments sont en faveur d’une implication d’EBV dans la PR
(Toussirot et al., 2007) :

1/ Les anticorps anti-EBV sont plus élevés chez les patients PR que chez les
controles (Inoue et al., 1991)

2/ ll'y a plus de LB infectés par EBV chez les PR que chez les contrdles (Tosato et
al., 1984)

3/ 1y a un mauvais controle de I'émergence de lignées de LB par les LT chez les
patients PR immunisés par EBV (Tosato et al., 1981)

4/ De plus la charge en EBV dans I’ADN des cellules sanguines mononuclées
circulantes est plus haute (environ 10 fois plus) chez les PR que les contréles
(Balandraud et al., 2003).

5/ La réponse des LT au virus d’EBV varie en fonction de I’alléle HLA-DR chez les
patients PR: la fréquence des LT spécifiques de la glycoprotéine gpl10
(protéine d’EBV qui intervient dans le cycle de réplication d’EBV) est plus faible
chez les PR exprimant l'allele susceptibilité HLA-DRB1*04:04. Inversement la
fréquence des LT spécifiques de la glycoprotéine gp110 est plus élevée chez les
PR exprimant I'allele protecteur HLA-DRB1*07 (Toussirot et al., 1999). Ceci
pourrait traduire un défaut de contréle de l'infection a EBV par le systeme
immunitaire des patients PR.

P.gingivalis

Plusieurs études ont montré un lien entre l'inflammation des gencives
(périodontite) et la PR (de Pablo et al., 2008).
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La bactérie p.gingivalis est I'agent principal des périodontites. Hitchon a montré
en 2010 que le taux d’anticorps anti-p.gingivalis est plus élevé chez les PR que
chez les controles (Hitchon et al., 2010).

De plus p. gingivalis est le seul procaryote qui a une enzyme capable de
citrulliner des protéines. P. gingivalis pourrait étre impliquée dans la génération
des épitopes citrullinés reconnus par les auto-anticorps dans la PR (Rosenstein
et al., 2004).

c) Les facteurs liés au sexe

La PR est 3 fois plus fréquente chez la femme que chez I'homme. Il y a une
influence de la grossesse sur I'apparition de la maladie. Pendant la grossesse, le
risque de développer une PR diminue et il y a une augmentation des poussées
aprés I'accouchement (@stensen et al., 2004).
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3.Les auto-anticorps dans la PR

Les auto-anticorps sont dirigés contre un ou plusieurs constituants de
I'organisme. Les auto-anticorps dans la PR sont a la fois un outil diagnostique
clé et un élément central dans la physio-pathologie de la maladie. Les auto-
anticorps dans la PR sont nombreux mais ils ne sont pas tous spécifiques de la
maladie.

1. L'importance des auto-anticorps dans la PR

L'importance des auto-anticorps a été établie par plusieurs travaux :

1/ Déja en 1937 Waaler découvre les facteurs rhumatoides (FR) dans le sérum
d’un patient atteint de PR (Waaler, 2007).

2/ Il y a une dizaine d’années, il a été montré que le transfert d’un sérum d’un
modele murin d’arthrite a une souris normale induit le développement d’une
arthrite. Le modéle murin KRN/NOD est un croisement entre une souris
transgénique pour un récepteur du LT et une souris NOD (Non Obese Diabetic).
La souris KRN/NOD présente une arthrite spontanée proche de la PR (Kouskoff
et al., 1996). Le sérum d’une souris KRN/NOD transféré a une souris normale
induit le développement d’une arthrite (Korganow et al., 1999).

3/ L'efficacité du rituximab dans la PR suggére le role des auto-anticorps dans
la maladie (Edwards et al.,, 2004). En effet le rituximab est un anticorps
monoclonal dirigé contre le CD20 qui est une phospho-protéine exprimée a la
surface des LB depuis un stade précoce de leur maturation jusqu’au stade de
plasmocyte, producteur d’anticorps.

4/ La découverte des auto-anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA) qui sont
les auto-anticorps les plus spécifiques de la PR confirme I'importance des auto-
anticorps dans la PR (Girbal-Neuhauser et al., 1999).
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2. La PR avant les ACPA : le Facteur Rhumatoide (FR)

a) Nature du FR

En 1937, Erik Waaler découvre dans le sérum d’un sujet atteint de PR un
facteur provoquant l'agglutination des globules rouges sensibilisés par du
sérum de lapin anti-sérum de mouton. Ce facteur a d'abord été appelé "facteur
activateur agglutinant", puis dénommé "facteur rhumatoide" (FR). Ces résultats
de Waaler furent confirmés par Rose en 1948.

Les FR sont des immunoglobulines d'isotypes IgG, IgA et IgM dirigées contre
des déterminants antigéniques situés sur les chaines lourdes du fragment
cristallisable (Fc) des IgG. Il s’agit le plus souvent d’IgM (figure 11).

/ragmentﬁala
\ (/)/

Figure 11 Schéma d’un FR complexé avec le fragment Fc d’une I1gG

b) Plusieurs tests peuvent mettre en évidence le FR

1/ Le test d’agglutination de Latex utilise des particules de latex sensibilisées
par des IgG humaines qui induisent une réaction d’agglutination dans le sérum
de patients PR (Plotz et al., 1956).

2/ Le test de Waaler-Rose utilise des globules rouges de mouton sensibilisés
avec des IgG de lapin anti-lgG de mouton qui précipitent en présence de FR
(Valkenburg, 1963).Des résultats contradictoires pour ces tests sont possibles :
Latex positif, Waaler-Rose négatif; I'inverse est exceptionnel.

Ces tests sont moins utilisés en routine. lls sont remplacés maintenant par 2
types de tests qui ont une bonne sensibilité et une meilleure spécificité : la
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néphélométrie laser et le test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) qui
permet en plus de déterminer les différents isotypes IgG, IgA, IgM.

c) Le FR dans la PR

Le FR est produit dans l'articulation par les plasmocytes situés dans les
follicules lymphoides de la synovite rhumatoide (Wernick et al., 1985).

La plupart des patients présentant une PR ont un FR positif. Une méta-analyse
portant sur 50 études montre que la sensibilité et la spécificité du FR IgM sont
de 69% et 85% (Nishimura et al., 2007). Le FR peut-étre négatif sans écarter le
diagnostic, a fortiori au début de la maladie. C'est ce qui définit une PR
“séropositive’” ou “séronégative”.

La spécificité du FR

Le FR est peu spécifique de la PR puisqu’on peut le mettre en évidence chez les
sujets sains et dans d’autres pathologies. Dans la population générale, la
fréquence du FR varie entre 1,5 et 3% chez les caucasiens (Egeland et al., 1983).

- chez les sujets sains, la proportion augmente avec I’'age, pouvant atteindre
10% au-dela de 80 ans (Silvestris, Goodwin, et Williams 1985). Cependant chez
les sujets sains, le FR est présent a faible taux et avec une faible affinité pour
les IgG.

- le FR peut étre positif au cours d’infections bactériennes (Chlamydia, Lyme,
Syphilis, Klebsielle), virales (hépatites A, B, C, herpés, parvovirus, CMV), et les
parasitoses (toxoplasmose, paludisme, leishmaniose) (tableau 2). En général le
reste de I'examen clinique et de la biologie permettent facilement de faire la
part des choses mais il faut se méfier des endocardites qui peuvent se
manifester par des arthralgies avec FR positif.

- Le FR peut étre positif de maniére non spécifique dans les hépatopathies, les
affections pulmonaires et les cancers (tableau 2) (Bartfeld, 1969).

- le FR peut aussi étre positif au cours d’autres rhumatismes inflammatoires
que la PR dont le diagnostic différentiel est plus difficile (tableau 3) (Shmerling
etal., 1991).
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Pathologies non rhumatismales % de FR positif
Infection bactérienne 20
Endocardite subaigué 48

Hépatite virale 17
Fibrose pulmonaire 32
Cirrhose 36
Cancer 22

Tableau 2 Positivité du FR dans les pathologies non rhumatismales (d’aprés Bartfeld)

Pathologies rhumatismales % de FR positif
Sarcoidose 11
Sclérodermie 20-30
Syndrome de Sjogrén 75-95
Lupus systémique 15-35
Dermatomyosite 5-10

Tableau 3 Positivité du FR dans les pathologies rhumatismales (d’aprés Shmerling)

Intérét pronostique du FR

Un taux élevé de FR IgM ou la présence de FR IgA sont corrélés avec une
destruction radiologique plus importante, la présence de manifestations extra-
articulaires dont les nodules rhumatoides et un score d’activité clinique plus
élevé (Nell et al., 2005; Pai et al., 1998).
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Role du FR

Le role exact des FR n’a pas encore été démontré mais il y a plusieurs éléments
en faveur du role pathogene du FR.

Le FR est présent dans le liquide synovial des patients PR et il est synthétisé par
les plasmocytes de la synoviale (Shmerling et al., 1991). Un argument
renforcant le role du FR dans la PR est sa présence jusqu’a 19 ans avant
I’apparition des symptomes (del Puente et al., 1988).

Le FR est présent dans des modeles animaux d’arthrite. Par exemple dans le
modele murin d’arthrite induite par le pristane, le FR est présent et corrélé a la
présence d’une synovite ou d’une vascularite (Wooley et al., 1989).

Dans la PR, le FR participe a la formation des complexes immuns et active le
complément ce qui induit des lésions vasculaires (Aho et al., 1991).

Evolution du FR dans le temps

Le FR peut diminuer au cours du temps sous l'effet de plusieurs traitements.
Une étude montre que sous methotrexate, on observe une diminution du FR
IgM et IgA mais que c’est seulement la baisse du taux d’lgM qui correle avec
I’amélioration clinique (Alarcén et al., 1990). Sous anti-TNFa, le FR peut aussi
diminuer, cela est corrélé avec |'efficacité thérapeutique (Bos et al., 2008;
Bobbio-Pallavicini et al., 2004).

3. Les ACPA ont révolutionné le diagnostic de la PR

La démarche diagnostique d’'une PR a été révolutionnée par la découverte
d’'une famille d’auto-anticorps : les auto-anticorps anti-protéines citrullinées
(ACPA).

a) La citrullination

La citrullination est une réaction enzymatique réalisée par des peptidyl-
arginine-déiminases (PAD). Elle consiste a transformer un résidu arginine en un
résidu citrulline, plus acide (figure 12). Cette modification qui entraine des
changements dans la charge, le poids moléculaire peut jouer sur la
conformation tri-dimensionnelle et I'immunogénicité des protéines.
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Figure 12 Citrullination : hydrolysation d’un résidu arginine en citrulline avec libération d’une
molécule d’ammonium (d’apres Yamada)

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

Historique

La citrullination a été mise en évidence pour la premiere fois en 1977, au
niveau du follicule pileux (Rogers et al., 1977). En 1991 plusieurs types de PAD
ont pu étre purifiés a partir de tissus murins, dont 3 dans I'épiderme (Terakawa
etal., 1991).

A ce jour les données génomiques ont permis de révéler I'existence cing génes
(PADI1 a 4 et 6) codant respectivement pour les PAD1, 2, 3, 4 et 6, regroupés
en un seul locus (chromosome 1p35-36 chez ’lhomme) et conservés au cours
de I’évolution (Chavanas et al., 2004).

Les isotypes des PAD

Les PAD humaines sont exprimées dans la plupart des organes, bien que
chaque isotype présente un profil d’expression particulier (Méchin et al., 2011).

PAD4 (initialement nommée PADS5) est impliquée dans plusieurs mécanismes
physiologiques et physio-pathologiques (tableau 4). C'est la seule PAD a avoir
une localisation intranucléaire. Elle est largement exprimée dans les cellules
hématopoiétiques et on la retrouve dans la plupart des tissus sauf le muscle
squelettique, la peau, le colon, le cerveau.
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PAD1 et 3 sont présentes dans I'épiderme, mais aussi le colon, le pancréas, le
poumon, les testicules, le thymus et le placenta.

PAD?2 est exprimée dans tous les tissus.

PADG6, d’expression restreinte principalement aux gonades, est nécessaire des
les premiers stades du développement embryonnaire.

Conformation de la PAD4

La structure cristallographique de la PAD4 est bien connue (Arita et al., 2004).
Nous nous sommes intéressés a PAD4 car dans notre laboratoire, nous avons
montré a l'aide de puces a protéines que PAD4 est la cible d’auto-anticorps
dans la PR. (Auger et al., 2009).

PAD4 est une protéine de 663 aa. Le domaine N-terminal est divisé en 2 sous-
domaines “immunoglobulin-like”. Le domaine C-terminal comprend le site actif
qui fixe le substrat. Il existe 5 sites de fixation au calcium, dont 3 dans le
domaine N-terminal et 2 dans le domaine C-terminal. La fixation du calcium
dans la région C-terminale joue un role conformationnel dans la capacité de
fixer le substrat (Nachat et al., 2005b). L’analyse cristallographique suggére que
la PAD4 est dimérisée (Arita et al., 2004).

Roles physiologiques des PAD

Les PAD sont exprimées dans la plupart des tissus, suggérant une implication
dans de nombreuses fonctions biologiques. Mais le réle de ces enzymes n’est
pas complétement connu. PAD1 et 3 sont impliquées dans la citrullination de la
filaggrine in vitro (Nachat et al., 2005b). Les filaments intermédiaires de
kératine sont aussi citrullinés de maniere physiologique dans |'épiderme
humain (Senshu et al., 1996). La tricho-hyaline qui est une protéine du follicule
pileux est également la cible de la PAD3 (Nachat et al., 2005a). La citrullination
intervient probablement dans les interactions entre les protéines.

Les PAD interviennent aussi dans |'apoptose. La surexpression de PAD4 semble
impliquée dans des modifications du cycle cellulaire (arrét du cycle cellulaire)
par I'intermédiaire de la citrullination des histones (Nakashima et al., 2002).
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Les PAD dans la PR

Les ACPA sont les auto-anticorps les plus spécifiques de la PR. Ills sont tres
certainement des acteurs-clés dans 'auto-entretien de l'inflammation, cause
de la destruction articulaire. La cible majeure des ACPA dans le tissu synovial
des patients atteints de PR est la fibrine citrullinée (chaines a et ) (Masson-
Bessiére et al., 2001).

De plus, dans le tissu synovial des patients atteints de PR, les PAD2 et 4 ont été
détectées a proximité des dépots de fibrine citrullinée ; leur expression est
corrélée avec I'inflammation (Foulquier et al., 2007).

En 2003, un lien génétique direct entre certains haplotypes de PADI4 et la
susceptibilité a la PR a été observé dans des populations asiatiques mais ce lien
n’a pas été confirmé dans les populations caucasiennes (chap2.1 b).

Les PAD dans d’autres pathologies

Les PAD sont impliquées dans la physio-pathologie de plusieurs maladies dont
la sclérose en plaque, la démence d’Alzheimer, les adénocarcinomes (tableau
4).

Pathologies Protéine citrullinée PAD impliquée
Sclérose en plaque Protéine basique de la myéline | PAD2

Maladie d’Alzheimer Protéine acide fibrillaire gliale | ?

PR Chaine a et 3 de la fibrine PAD2 et/ou PAD4
Cancer ? PAD4

Tableau 4 Implication de la citrullination dans plusieurs situations pathologiques (d’aprés Méchin)

b) Les cibles des ACPA

Les auto-anticorps anti-périnucléaires et les auto-anticorps anti-kératine

L’histoire des ACPA débute en 1964 par la découverte de facteurs anti-
périnucléaires (APN) dans le sérum de patients PR, qui sont dirigés contre des
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granules cytoplasmiques de cellules de la muqueuse jugale (figure 13)
(Nienhuis et al., 1964).

Figure 13 APN en immunofluorescence sur cellules buccales (d’aprées van Venrooij)

En 1979, Young et al décrivent d’autres auto-anticorps présents dans le sérum
de patients PR par une technique d’'immuno-fluorescence indirecte sur des
coupes d’cesophage de rat (figure 14). Ces auto-anticorps de sous-type IgG
marquent le stratum cornéum de I'épithélium kératinisé et sont donc d’abord
appelés “anti-kératine” (AKA) (Young et al., 1979).

Figure 14 AKA par IFl sur lames d’cesophage de rat (d’apres Galati)

Les APN et les AKA sont spécifiques de la PR. Ils sont présents chez 52% et 55%
des PR avec une spécificité de 99% (Vincent et al., 1999).
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En 1993, des études immuno-histochimiques ont montré que les APN et AKA
reconnaissent le méme antigene, la filaggrine (Simon et al., 1993). La filaggrine
est une protéine qui joue un rbéle dans I'assemblage des filaments
intermédiaires des kératinocytes. On parle d’auto-anticorps anti-filaggrine
(AFA).

Puis en 1998 il a été montré que la filaggrine reconnue par ces auto-anticorps
est citrullinée (Girbal-Neuhauser et al., 1999).

De plus les AFA sont produits localement dans la synoviale rhumatoide
(Masson-Bessiére et al., 2000).

Cependant la filaggrine n’est pas exprimée dans les tissus articulaires (Masson-
Bessiere et al.,, 2001). On se demande donc quelles sont les protéines
citrullinées de I'articulation qui sont les cibles des ACPA ?

Les auto-anticorps anti-fibrine citrullinée

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

Les auto-anticorps anti-vimentine citrullinée ou anti-Sa

Les auto-anticorps anti-Sa ont été décrits dans la PR en 1994 pour un patient
dont les initiales étaient “Sa’’. Ces anticorps reconnaissent une protéine de 50
kDa sur des extraits de placenta, rate, et tissu synovial humains (Després et al.,
1994). 1l a été montré ensuite que les auto-anticorps anti-Sa reconnaissent la
vimentine citrullinée (Vossenaar et al., 2004). La vimentine est une protéine
des filaments intermédiaires.
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c) Les tests de détection des anticorps anti-peptides citrullinés

Différents tests de détection de ces anticorps ont été mis au point. L’objectif
est de définir un test simple, reproductible, avec une sensibilité (taux de
patients PR positifs) et une spécificité (taux de patients non PR négatifs)
élevées.

J Sensibilité et spécificité des tests diagnostiques (tableau 5)

Les anticorps anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP)

Pour détecter en routine les ACPA, des tests ELISA ont été mis au point. Dans le
premier test, des peptides citrullinés ont été synthétisés a partir de la filaggrine
citrullinée. De facon a optimiser I'exposition des résidus citrullinés et/ou pour
introduire des contraintes structurales pouvant améliorer leur antigénicité, des
variants cycliques de ces peptides ont été développés par substitution de 2
résidus sérine par 2 résidus cystéine (Schellekens et al., 2000). Des tests anti-
CCP dits de 2éme génération (anti-CCP2) sont disponibles depuis 2002, mais
leur composition antigénique précise n’est pas connue.

Différentes études dans la PR montrent que la sensibilité des anticorps anti-CCP
est de 68% et que la spécificité est de 98% pour les tests de 2eme génération
(Avouac, 2005). Le test anti-CCP2 reste la référence. Des tests de 3éme
génération ont été développés, mais semblent étre sans supériorité
diagnostique par rapport au test anti-CCP2 (Lutteri et al., 2007).

Pour doser les ACPA, le test anti-CCP2 est le meilleur compromis entre
sensibilité et spécificité (tableau 5).

Les autres tests diagnostiques

La détection des APN n’est pas réalisée en pratique du fait de la difficulté
technique majeure d’obtenir de maniere standardisée des cellules de la
mugqueuse buccale.

La détection des AKA par immuno-fluorescence indirecte (IFl) a été remplacée
par la détection des anti-CCP par ELISA, plus sensible et aussi spécifique.

Les auto-anticorps anti-fibrinogene citrulliné sont aussi détectables en ELISA
(Vincent et al., 2005).

Les premiers tests ELISA utilisant de la vimentine citrullinée avaient une
sensibilité faible dans la PR, de I'ordre de 40%, mais des tests plus récents
montrent une sensibilité de 70% (Dejaco et al., 2006).
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FR IgM AKA Anticorps anti- | Anticorps anti- | Anti-CCP2
fibrinogéne vimentine
citrulliné citrullinée
Sensibilité (%) | 69 55 76 70 68
Spécificité (%) | 85 95 99 91 98

Tableau 5 Sensibilité et spécificité des différents tests anti-peptides ou protéines citrullinées
comparés au FR

J Valeur des anticorps anti-CCP dans le diagnostic différentiel de la PR

La spécificité des anticorps anti-CCP dans la PR est tres bonne, contrairement
au FR, ce qui en fait un outil diagnostique tres précieux. Cependant ils peuvent
étre présents dans d’autres situations, notamment des rhumatismes
inflammatoires.

La méta-analyse de 2005 concernant 8200 PR et 8400 contréles montre que
0,4% des sujets sains seulement ont des anticorps anti-CCP, vs 1 a 3% pour le
FR. Les rhumatismes inflammatoires dans lesquels les anticorps anti-CCP sont
les plus fréquents sont: le lupus, le syndrome de Sjogren, les
spondylarthropathies, la sclérodermie systémique (figure 15) (Avouac, 2005).

Dans la sclérodermie et le lupus systémique, les anticorps anti-CCP sont plus
élevés s’il y a des atteintes articulaires (Ueda-Hayakawa et al., 2010; Qing et al.,
2009)(Ueda-Hayakawa et al. 2010).

35




Pathologies Prévalence

Lupus érythémateux systémique 9-13 %

Sclérodermie systémique 15 %
Syndrome CREST 29 %
Syndrome de Gougerot-Sjogren 3-8 %

Spondylarthropathie 2 %
Hépatites auto-immunes 2 %
de type |

Rhumatisme psoriasique 6-8 %
Cirrhose biliaire primitive 4-6 %
Hépatite C 1%

Figure 15 Prévalences des anticorps anti-CCP dans les autres rhumatismes (d’apres Fabien)

L'intérét des anticorps anti-CCP dans le diagnostic différentiel dépend aussi de
la valeur des anti-CCP. Lorsque les anti-CCP sont positifs dans d’autres
rhumatismes, les taux sont plus faibles (Kudo-Tanaka et al., 2007).

Anticorps anti-CCP dans les PR débutantes

Si I'on s’intéresse aux PR récentes de moins de 6 mois d’évolution, la sensibilité
des ELISA anti-CCP varie entre 50 et 58 % (Goldbach-Mansky et al., 2000).

. Combinaison des tests FR et anti-CCP

Le dosage des FR et des anticorps anti-CCP est complémentaire. Alors que 20%
des PR sans FR ont des anticorps anti-CCP (Vander Cruyssen et al., 2006), 45%
des PR qui n‘ont pas d’anticorps anti-CCP ont des FR (Mackie et al., 2011)
(Terao et al., 2011a).

En pratique il existe 4 situations (tableau 6) :
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2/3 Anti-CCP+ /FR+ Anti-CCP+/FR-

1/3 Anti-CCP-/FR+ Anti-CCP-/FR-

Tableau 6 Combinaison des FR et anticorps anti-CCP

La combinaison du FR et des anti-CCP2 identifie les PR a haut risque d’évolution
radiologique (Taylor et al., 2011).

. Valeur pronostique des anticorps anti-CCP

Corrélation avec |'activité clinique de la maladie

Les anticorps anti-CCP sont associés aux formes sévéeres et actives de la PR (Bas
et al., 2000; De Rycke et al., 2005; Meyer et al., 2003), ce qui est aussi vrai pour
les FR. Leur présence a été corrélée a la sévérité clinique (raideur matinale des
articulations, index fonctionnel, érosions articulaires, déformations des mains,
présence de nodules sous-cutanés) et a I'inflammation (VS, CRP, haptoglobine)
(Papadopoulos et al., 2008).

Corrélation avec la sévérité radiologique

La présence d’anti-CCP est un marqueur pronostique du développement d’une
PR érosive (Meyer et al., 2003) . Une étude a comparé la sévérité des lésions
radiologiques chez les patients PR selon leur statut ACPA et FR ; il a été montré
que la valeur pronostique des anticorps dans la PR repose sur les ACPA. En effet
la progression radiologique était forte dans les groupes de patients ACPA+/FR+
et ACPA+/FR- et moindre dans les groupes ACPA-/FR+ et ACPA-/FR+ (van der
Linden et al., 2009).
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Corrélation avec la résistance aux traitements

Les patients qui ont des anticorps anti-CCP ont plus de risque de développer
une résistance au methotrexate et d’avoir besoin d’un traitement par anti-
TNFo (Mori et al., 2010).

J Evolution dans le temps

Il y a trés peu de données disponibles sur I'évolution des taux d’anti-CCP pour
une PR non traitée.

Dans un travail réalisé sur plus de 250 PR débutantes traitées, le taux d’anti-
CCP s’est négativé pour 7 patients, et positivé pour 10 patients en 30 mois de
suivi. De plus, un taux bas d’anti-CCP est lié a un taux de négativation plus fort
La disparition d’un anticorps (FR ou anti-CCP) est liée a un meilleur pronostic
clinique (Guzian et al., 2010).

Une étude sur les isotypes des anticorps anti-CCP (IgA, IgM, 1gG1, 1gG2, 1gG3,
lgG4) montre que la plupart des patients gardent des anticorps positifs au bout
d’un an. Au bout de 7 ans de suivi, la proportion de patients PR positifs pour
IgA et 1gG3 diminue, sans changement pour les autres isotypes alors qu’on
aurait pu attendre une diminution des IgM (Verpoort et al., 2006).

Le taux des anticorps anti-CCP peut étre influencé par les traitements de la PR.
Sous rituximab qui est un inhibiteur des LB (anti-CD20), on observe une
diminution du taux des anti-CCP au bout 6 mois de traitement. Ils reviennent
ensuite au taux de base (Bobbio-Pallavicini et al., 2004).

Sous anti-TNFa, les taux d’anticorps anti-CCP semblent diminuer mais cette
observation n’est pas consensuelle. En effet, pour 2 traitements anti-TNFa
(etanercept et adalimumab), il a été observé que le taux d’anti-CCP diminue au
cours du traitement (Cuchacovich et al., 2008; Chen et al., 2006). Cependant
une étude portant sur linfliximab, un autre anti-TNFa, montre que le
traitement fait baisser le taux de FR mais pas des anticorps anti-CCP (De Rycke
et al., 2005).

L’évolution des anticorps anti-CCP sous traitement montre que la corrélation
entre les anticorps et la clinique est trop faible pour que le suivi des anti-CCP ait
un intérét dans la pratique (Landmann et al., 2010).
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4. Les auto-anticorps dirigés contre des protéines non citrullinées

De nombreux auto-antigenes non citrullinés ont été identifiés dans la PR. lls ne
sont pas tous spécifiques de la maladie.

a) Les auto-anticorps anti-collagene de type II

Les auto-anticorps anti-collagene de type Il ont été mis en évidence dans le
sérum et le liquide synovial de patients PR (Steffen C, 1969; Clague et al.,
1984).

Il a plusieurs arguments plaidant pour un role des auto-anticorps anti-collagene
de type Il dans la PR. La présence des anticorps dans le liquide synovial de PR
est associée au génotype HLA-DR4 (Ronnelid et al., 1994). De plus chez la souris
il est possible de provoquer des arthrites en leur injectant des anticorps
humains purifiés anti-collagéne Il (Kerwar et al., 1988).

La sensibilité de ces auto-anticorps dans la PR est variable selon les études de
25 a 42%. Ces auto-anticorps ne sont pas spécifiques de la PR puisqu’on peut
les trouver dans 15% des lupus (Cook et al., 1994), et 30% des spondylarthrites
(Clague et al., 1980). llIs ne présentent pas d’intérét diagnostique en pratique.

La découverte d’auto-anticorps anti-collagene de type Il a donc suscité
beaucoup d’espoir dans la compréhension de physio-pathologie de la PR. Mais
leur présence est sGrement une conséquence de la destruction articulaire.

b) Les auto-anticorps anti-nucléaires (ACAN)

Les ACAN sont recherchés dans la PR dans le cadre du diagnostic différentiel
avec le lupus. Cependant ils peuvent étre présents dans des PR certaines. Dix a
trente pourcent des PR ont des ACAN, généralement a taux faibles. Il n’y a pas
de corrélation entre la présence d’ACAN et la gravité des signes articulaires
(Steven et al., 1984).

Les ACAN sont plus fréquents lorsque la PR se déclenche a un plus jeune age
que chez le sujet agé (Turkcapar et al., 2006).

Les anticorps anti-ADN natifs, qui sont plus spécifiques du lupus que les ACAN,
sont retrouvés dans moins de 5% des PR. Dans ce cas on parle de PR-lupus
(Nilsson et al., 1980).
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Les ACAN et anti-ADN peuvent aussi apparaitre dans la PR au cours des
traitements anti-TNFo.. La présence de ces anticorps n’est pas liée aux
manifestations cliniques de lupus (Cavazzana et al., 2007).

Les anticorps anti-antigenes nucléaires solubles (anti-RNP, anti-Sm, anti-SSA ou
anti-SSB) sont rares dans la PR (5%). Dans ce cas on parle de syndromes de
chevauchement (association d’une PR et d’un syndrome de Sjogren)
(Cavazzana et al., 2007).

c) Les auto-anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (ANCA)

Les ANCA peuvent étre dirigés contre la protéinase 3 (PR3) ou la myélo-
péroxydase (MPOQ). Ces anticorps sont associés aux vascularites en particulier
dans le syndrome de Churg et Strauss, et a la maladie de Wegener, et la micro-
polyangéite. Dans la PR on peut observer dans 10% des cas des ANCA de type
MPO, mais sans symptome de vascularite (Tur et al., 2004).

d) Les auto-anticorps anti-RA-33

Un antigene de 33 kDa spécifiquement reconnu par des sérums PR a été mis en
évidence par immuno-transfert a partir d’extraits nucléaires solubles de cellules
Hela (Hassfeld et al., 1993). Les auto-anticorps anti-RA 33 ou anti-A2 sont
dirigés contre la protéine A2 du complexe hnRNP (heterogen nuclear
riboprotein) (Steiner et al., 1992). La spécificité supérieure a 99% énoncée lors
de la mise en évidence des auto-anticorps anti-RA33 a rapidement été
contredite. Ces auto-anticorps sont présents chez 23 a 30% des patients
atteints de PR mais sont aussi détectés chez 30% des patients atteints de lupus
érythémateux systémiques et 40% des patients atteints d’un syndrome de
Sharp. Les auto-anticorps anti-RA 33 ne sont donc pas spécifiques de la PR. De
plus, ils ne sont corrélés ni avec les FR, ni avec les anti-CCP, ni avec I'activité de
la maladie (Meyer et al., 2003; Nell et al., 2005).

e) Les auto-anticorps anti-ferritine

La ferritine est une protéine intervenant dans I'absorption et le stockage du fer.
Des auto-anticorps anti-ferritine ont été découverts dans la PR. Ils sont
détectés chez 16 % des patients avec une PR établie, 19 % des patients avec
une PR précoce. Ils sont rares dans le lupus, I'arthrose et chez les sujets sains
(<1%). Le titre de ces auto-anticorps est associé a la sévérité des lésions
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articulaires (Mewar et al., 2005). Ces résultats n‘ont pas été confirmés par
d’autres équipes.

f) Les auto-anticorps qui interferent avec les voies de co-
stimulation

Les voies de co-stimulation entre les cellules présentatrices de I'antigene et les
lymphocytes font intervenir différents systemes ligand-récepteurs. B7-H1 est
un des partenaires des voies de co-stimulation. Des auto-anticorps anti-B7-H1
ont été décrits chez 29% des patients atteints de PR versus 4% des sujets sains.
In vitro les auto-anticorps anti-B7-H1 semblent perturber le signal de co-
stimulation entrainant une réponse aberrante de ces lymphocytes T (Dong et
al., 2003). Cependant ces résultats restent a valider par d’autres équipes.

g) Les auto-anticorps anti-glucose-6-phosphate isomérase (GPI)

La glucose-6-phosphate isomérase (GPI) est une enzyme ubiquitaire qui
intervient dans la glycogénese. Les auto-anticorps anti-GPl ont été identifiés
chez la souris KRN/NOD qui présente une arthrite spontanée proche de la PR
(Matsumoto et al., 1999).

La découverte d’auto-anticorps dirigés contre GPI dans le sérum et le liquide
synovial de PR a donc suscité beaucoup d’intérét (Schaller et al., 2001). Dans
cette étude, les auto-anticorps anti-GPlI ont une valeur diagnostique
intéressante, avec une sensibilité de 64% et une spécificité de 98%. Cependant
ces résultats n'ont pas été confirmés. Un travail portant sur le suivi d’arthrites
indifférenciées montre que les anticorps anti-GPl ne sont pas utiles pour
prédire I’évolution vers une PR. lls sont plus souvent rencontrés dans la PR que
chez les sujets sains (45% vs 2%), mais ils sont aussi détectés dans 47% des
lupus érythémateux systémiques, 55% des polymyosites, 66% des maladies de
Still et 57% des sclérodermies systémiques. Ils ne sont pas liés a un mauvais
pronostic clinique ou radiologique (Jouen et al., 2004).

h) Les auto-anticorps anti-calpastatine

La calpastatine est un inhibiteur naturel des calpaines qui sont des cystine-
protéases impliquées dans l'inflammation (Ménard et al., 1996). Les auto-
anticorps anti-calpastatine qui ont été mis en évidence en 1995, reconnaissent
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la partie C-terminale de I'’enzyme, impliquée dans sa fonction inhibitrice
(Mimori et al., 1995).

Les auto-anticorps anti-calpastatine ont été identifiés dans la PR par plusieurs
équipes. Cependant leur spécificité dans la PR reste controversée. La
calpastatine contient un domaine N-terminal et 4 domaines inhibiteurs de la
calpaine (1, 2, 3 et 4). Des auto-anticorps dirigés contre I'extrémité N-terminale
et le domaine 1 sont retrouvés chez les sujets sains alors que les autres auto-
anticorps dirigés contre le domaine 4 sont rencontrés dans différents
rhumatismes inflammatoires (dans la PR et dans le lupus) (Saulot et al., 2002).

L'importance de ces auto-anticorps dans la PR est renforcée par I'association
entre les auto-anticorps anti-calpastatine de la synoviale et [l'allele de
susceptibilité HLA-DR*04:04 (Auger et al., 2007a).

i) Les auto-anticorps anti-peptidyl arginine déiminase 4 (PAD4)

Les auto-anticorps anti-PAD4 ont été décrits dans la PR en 2005 (Takizawa et
al., 2005). La PAD4 dans la PR n’est donc pas seulement responsable de la
réaction de citrullination, elle est elle-méme la cible d’auto-anticorps. Les auto-
anticorps anti-PAD4 sont spécifiques de la PR (Zhao et al., 2008; Halvorsen et
al., 2008; Auger et al., 2007b). Environ 30% des PR ont de auto-anticorps anti-
PAD4 vs 2% des contréles.

La prévalence des auto-anticorps anti-PAD4 dans la PR n’est pas tres élevée
(35-45%) ce qui limite leur utilité dans le diagnostic de la maladie (Zhao et al.,
2008)(I Auger et al. 2009). Mais ils ont une valeur pronostique: ils sont associés
a une sévérité clinique et radiologique plus importante dans la PR (Halvorsen et
al., 2008).

D’un point de vue fonctionnel les auto-anticorps anti-PAD4 jouent un réle sur
I’enzyme qu’ils reconnaissent. lls inhibent la citrullination ce qui pourrait
générer des épitopes citrullinés particuliers reconnus par les ACPA (Auger et al.,
2010).

j) Les auto-anticorps anti-B-Raf

A l'aide de puces a protéines, notre laboratoire a identifié B-Raf (v raf murine
sarcoma viral oncogen homologue B1) comme un nouvel auto-antigene dans la
PR. Les auto-anticorps anti-B-Raf sont positifs chez 35% des PR vs 5% des
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contrbles. Ces anticorps sont spécifiques de la PR (Auger et al., 2009). Ils
identifient 30% des PR qui n’ont pas d’anticorps anti-CCP.

e Le géne BRAF

B-Raf (v raf murin sarcoma viral oncogen human homologue 1) est une sérine-
thréonine kinase. L'oncogéne BRAF a été initialement identifié dans un
rétrovirus capable d’infecter des cellules embryonnaires de rétine de poulet
(Marx et al., 1988) L'orthologue humain a été simultanément mis en évidence
dans des cellules infectées par le sarcome d’Ewing (lkawa et al., 1988). Le géne
codant pour les B-Raf est localisé sur le chromosome 7.

e La structure de B-Raf

Chez 'lhomme il existe 3 protéines fonctionnelles : A-Raf, B-Raf et C-Raf. B-Raf
est la plus étudiée car elle est impliquée en cancérologie chez I’lhomme. Les 3
protéines sont tres conservées dans les domaines CR1, CR2 et CR3 (Bonner et
al., 1986).

B-Raf est constituée de 766 acides aminés dont:

-une partie N-terminale, régulatrice, comprenant les domaines CR1 et CR2. Le
domaine CR1 contient le site de fixation a Ras (RBD) et un domaine riche en
cystéine (CRD).

- le domaine catalytique a I'extrémité C-terminale comprenant le domaine CR3.
Le domaine CR3 contient un motif riche en glycine (la boucle G), et le segment
activateur (dans I’exon 15) (Magnuson et al., 1994) (Figure 16).

Les auto-anticorps anti-B-Raf que nous avons mis en évidence reconnaissent le
domaine catalytique de B-Raf.
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Figure 16 Structure de B-Raf Le domaine CR1 contient le site de fixation a Ras (RBD), un domaine
riche en cystéine (CRD). Le domaine CR3 contient le domaine catalytique. Il comprend un motif riche
en glycine (G loop), et le segment activateur (AS) dans I’exon 15 (d’aprés Wan)

e Lafonction de B-Raf

B-Raf est une sérine-thréonine kinase impliquée dans la voie des MAP-kinases
qui intervient dans I'inflammation (figure 17) (Thalhamer et al., 2008).

Gene Transcription

Figure 17 Situation de B-Raf dans la cascade de la MAP-kinase ERK

Ras fixant du GTP devient actif, c'est-a-dire phosphoryle et active B-Raf. B-Raf a
son tour active MEK (MAP mitogen extra-cellular regulated kinase) en la
phosphorylant puis ERK (extra-cellular regulated kinase) dans le cytoplasme.
ERK activé est transloqué dans le noyau pour phosphoryler et réguler I'activité
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de nombreuses protéines cytosoliques et nucléaires (Roberts, 1992). Parmi les
genes activés par cette voie il y a:

- le VEGF (réle dans I'angiogénése), la B3-intégrine (r6le dans I'adhésion
cellulaire)

- c-myc (proto-oncogéene)

- des genes impliqués dans I'apoptose et la prolifération cellulaire (mdm?2
et la cycline) (Crews et al., 1993; Ries et al., 2000). Une faible activité de
B-Raf entraine une forte prolifération cellulaire, alors qu’une forte
activité entraine I'arrét du cycle cellulaire (Sewing et al., 1997).

- des genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires, telles que I'IL-
6, et TNF-a pouvant entrainer les |ésions inflammatoires et destructrices
dans I'articulation (Thalhamer et al., 2008).

Dans la cellule au repos, B-Raf est maintenue dans une conformation inactive
par I'auto-inhibition de son domaine N-terminal. Le role de l'interaction entre
les domaines N et C-terminaux serait de maintenir B-Raf dans une
conformation fermée qui 'empéche de se lier a d’autres molécules de B-Raf et
en conséquence d’étre phosphorylée (Tran et al., 2005).

Les 3 protéines Raf humaines ont des mécanismes de régulation différents. En
particulier B-Raf a besoin d’un niveau de phosphorylation moins important que
A-Raf et C-Raf pour étre activée, ce qui explique probablement sa plus forte
activité de base et son implication en pathologie (Mason et al., 1999).

e BRAF en cancérologie

Mutations de BRAF dans les cancers

Environ 30 mutations associées a des cancers humains ont été identifiées, le
plus souvent dans le domaine catalytique de B-Raf, proche du domaine DFG
(593-599) et dans la boucle G riche en glycine (Davies et al., 2002).

La substitution V60OE (exon 15) est la mutation de BRAF la plus fréquente dans
les cancers (80%). Elle confere a B-Raf une trés forte augmentation d’activité
enzymatique (Calipel et al., 2003). Cette mutation représente 40% a 50% des
mutations dans le cancer de la thyroide et le mélanome (Ciampi et al., 2005;
Wan et al., 2004). La mutation V600R est moins fréquente mais est également
tres activatrice (Wan et al., 2004) La mutation V600E a également été mise en
évidence dans la leucémie a tricho-leucocytes (dans 100% des cas) (Tiacci et al.,
2011).

La 2°™ région la plus concernée par les mutations est I’exon 11 dans la boucle
G (11% des mutations) (Davies et al., 2002).
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Parmi les mutations impliqguées dans les cancers, les mutations de BRAF
représentent 15% des cas. Elles concernent de nombreux cancers, en
particulier présent dans 60% des mélanomes, dans le cancer ovarien, le cancer
colo-rectal, I'adéno-carcinome pulmonaire, le cancer du foie, du sein, les
sarcomes, les gliomes (Davies et al., 2002) et le cancer papillaire de la thyroide
(Hmitou et al., 2007).

B-Raf est impliquée dans la cascade de la mélanogénese, ce qui expliquerait la
fréquence des mutations de BRAF dans le mélanome.

Les auto-anticorps anti-B-Raf dans le mélanome

Les auto-anticorps anti-B-Raf reconnaissant B-Raf et B-Raf V600E ont été
détectés chez 9% des patients présentant un mélanome malin et 2,5% des
contrbles, sans corrélation avec I'état clinique du patient (Fensterle et al.,
2004).

Inhibition de B-Raf : un espoir dans le traitement du mélanome

Le mélanome est le 5eme cancer chez ’homme et le 7éme chez la femme.
Dans les stades métastatiques le taux de déces dans I'année est de 40%. Le
vemurafemib est un inhibiteur préférentiel de la forme activée de B-Raf
associée a la mutation V600E (Tsai et al., 2008). Il agit en se fixant a B-Raf muté.
Le vemurafenib est en cours d’évaluation dans le mélanome métastatique.
L’essai de phase Il montre a 6 mois une diminution du risque de déces de 63%
et une diminution de la progression de 74% (Amaria et al., 2011).

Il existe donc de tres nombreux auto-anticorps connus dans la PR. Certains
auto-anticorps sont dirigés contre des anticorps (FR), d’autres contre des
enzymes (calpastatine, GPI, PAD4, B-Raf), d’autres contre des protéines
constitutives de I'articulation (collagéne de type Il). Les plus spécifiques sont les
ACPA. Ils ont également une valeur pronostique et sont les plus utilisés dans le
diagnostic de PR en pratique. Le role fonctionnel de plusieurs auto-anticorps
est probable (FR, ACPA, anti-PAD4, anti-B-Raf). Aucun anticorps n’a une
sensibilité de 100% dans la PR, d’ou I'importance de définir de nouveaux auto-
anticorps.
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5. Les stratégies dans la recherche de nouveaux auto-anticorps dans la PR

La recherche de nouveaux marqueurs biologiques a plusieurs objectifs :

1/ Faire le diagnostic d’une PR lorsqu’il n’y a pas les marqueurs habituels : FR
ou ACPA

2/ Reconnaitre les PR de pronostic plus sévere afin d’adapter les traitements,
et identifier des marqueurs prédictifs de la réponse aux traitements

3/ Emettre des hypothéses sur le déclenchement de la PR

Plusieurs approches sont possibles dans la recherche de nouveaux auto-
anticorps.

a) Gel bi-dimensionnel et séquencage

Les protéines extraites de la membrane synoviale de PR sont séparées par
migration en fonction de leur point iso-électrique et de leur poids moléculaire
puis révélées grace au sérum des patients PR. Les protéines reconnues sont
ensuite séquencées.

Il s’agit de la technique la plus ancienne. L'extraction de I|’auto-antigene
directement a partir du tissu malade permet de prendre en compte I'ensemble
des modifications post-traductionnelles de I'antigene. Le probléeme principal est
le manque de sensibilité de la technique.

Au laboratoire, I'analyse du tissu synovial de PR a permis de confirmer la
présence des auto-anticorps anti-calpastatine dans le sérum des PR (Auger et
al., 2007c).

b) Les librairies d’ADN complémentaires recombinants

Les librairies ADN complémentaires (ADNc) recombinants sont réalisées a partir
d’extraits de tissu synovial rhumatoide. L’ADNc est répliqué dans un plasmide
puis traduit en protéines ou en peptides, localisés a la de surface des phages.
Les auto-anticorps contenus dans le sérum des patients PR se lient aux
protéines/peptides exprimés a la surface des phages.

Cependant les protéines synthétisées par les phages ne sont pas
représentatives des protéines humaines car elles nont pas de modifications
post-traductionnelles.
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Avec la technique des librairies d’ADNc, 11 nouveaux auto-anticorps ont été
identifiés a partir de la synoviale rhumatoide, avec une sensibilité de 2-13% et
une spécificité de 100% (Somers et al., 2011a).

c) Les puces a protéines

Les puces a protéines sont des lames sur lesquelles sont déposées des milliers
de protéines humaines dont la synthese est réalisée par des cellules d’insecte
via un vecteur (baculovirus). Les puces que nous avons utilisées contiennent
8000 protéines humaines (Invitrogen). Les auto-anticorps du sérum se lient aux
protéines de la puce et sont révélés par des anticorps secondaires anti-IgG
couplé a un fluorochrome (figure 18).
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Figure 18 Puces a protéines testant la présence d’anticorps dans un sérum PR dans un sérum
controle

Cette technique est tres intéressante. D’abord par sa forte sensibilité. De plus
par la multiplicité des antigenes testés. La production en cellule d’insecte fait
que les protéines contiennent la plupart des modifications post-
traductionnelles habituelles.

La limite est le co(t des puces tres élevé et la nécessité de valider les résultats.
On teste donc le sérum d’une petite série de patients, puis les résultats sont
validés par ELISA sur une population plus grande de patients et de controles.
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d) Les puces a peptoides

Les puces a peptoides sont constituées d’'une gamme de peptides de synthese
ayant subi des modifications. Pour un peptide normal les chaines latérales sont
construites sur des carbones alors que pour un peptoide les chaines latérales
sont construites sur des azotes. Ces peptoides sont plus résistants aux
dégradations enzymatiques et leur conformation peut augmenter Ia
reconnaissance des auto-anticorps.

De cette maniere 3 auto-anticorps de classe IgG reconnaissant des peptoides
ont été mis en évidence chez la souris dans le modele d’encéphalomyélite
auto-immune et 3 autres dans la maladie d’Alzheimer (Reddy et al., 2011).
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4.Le diagnostic de l1a PR en pratique

La PR est une maladie hétérogene sur le plan de la présentation et de la
sévérité. En pratique le rhumatologue qui recoit un patient présentant des
gonflements articulaires doit discriminer les arthrites liées a la PR des autres
arthrites. Le diagnostic repose sur un ensemble d’arguments cliniques,
radiologiques et biologiques.

1. Quels sont les outils a notre disposition pour le diagnostic ?

On peut utiliser les critéres de classification de la PR. On analyse les données
cliniques, biologiques, et radiologiques.

a) Eléments cliniques

C’est I’examen clinique qui oriente vers le diagnostic.
-L’age de début : en péri-ménopause, apres une grossesse

-Le nombre et la localisation des articulations atteintes ; petites et moyennes
articulations, les mains, symétriques

-L’évolution progressive par poussées
-Les manifestations extra-articulaires : fatigue, fievre, nodules rhumatoides

-Le contexte familial : antécédent de PR ou de maladie auto-immune

b) Criteres de classification

Les criteres ACR 1987

Les criteres de classifications les plus anciens sont les criteres ACR (American
College of Rheumatology) 1987 révisés (Arnett et al., 1988). 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 (figure 19).
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Figure 19 Criteres ACR1987 (il faut 4 points sur 7) et ACR2010 (6 points)

Ces criteres identifient essentiellement des PR anciennes et séveres. En effet
les nodules rhumatoides sont présents dans les PR séveres et aprées plusieurs
années d’évolution. De méme les érosions radiologiques sont le signe d’une PR
ancienne. Les criteres ACR 1987 identifient 47% des PR débutantes et 72% des
PR au bout de 5 ans d’évolution dans une étude qui suit I'évolution de 800
arthrites récentes (Lunt et al., 2005). Ces critéeres ne sont donc pas adaptés aux
PR débutantes.

Critéeres ACR 2010

De nouveaux critéres de classification ont été établis en 2010 (Aletaha et al.,
2010). lls incluent les ACPA et le syndrome inflammatoire biologique. Les signes
radiologiques sont absents des criteres. Il faut avoir éliminé une autre cause
d’arthrite pour les utiliser (figure 19).

Ces criteres sont beaucoup plus sensibles que les criteres ACR 1987. lls
identifient 51% des PR ayant nécessité un traitement de fond vs 30% pour les
criteres ACR 1987. Mais il existe aussi un phénomene de sur-diagnostic: 16%
des patients classifiés PR avec les criteres ACR 2010 vs 5% avec les criteres ACR
1987 ont eu une évolution favorable sans traitement de fond en 18 mois
d’évolution, ce qui laisse penser que ce n’était pas des PR (Cader et al., 2011).
Les criteres ACR 2010 sont aujourd’hui les plus utilisés. Ils sont plus adaptés aux
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PR débutantes. Cependant ils n’incluent pas les données du génotype HLA-DR
ni les techniques radiologiques récentes (IRM et échographie).

c) Diagnostic anatomo-pathologique

L’analyse de la membrane synoviale par biopsie peut étre la seule facon
d’apporter la cause d’une synovite chronique. Elle peut montrer des éléments
caractéristiques : synoviale inflammatoire et hypertrophique avec infiltrats des
LT et LB. Mais en tout début de maladie ces anomalies peuvent étre absentes
(Pobirci et al., 2011).

Le trocart de biopsie est introduit dans la cavité articulaire par arthroscopie
sous anesthésie locale. En pratique la biopsie synoviale est rarement réalisée
étant donnée la lourdeur du geste pour le patient.

Plusieurs caractéristiques histologiques peuvent orienter le diagnostic vers une
PR dans le cadre d’une arthrite indifférenciée, mais aucun élément n’est
discriminant (morphologie des vaisseaux, présence d’ACPA dans la synoviale)
(Thevissen et al., 2011).

La biopsie synoviale est indiquée lorsque le diagnostic n’a pas été possible par
les autres examens en particulier dans le cas d’'une mono-arthrite chronique
(Machado et al., 2011a). Elle réveéle le plus souvent une synovite villo-nodulaire
ou une arthrite septique chronique (Bresnihan, 2003).

d) Diagnostic biologique

Les analyses de sang permettent le plus souvent de faire le diagnostic de PR.
Les éléments demandés en routine sont :

1/ les auto-anticorps. L'HAS recommande devant une arthrite débutante de
demander au moins les FR (IgM ou nephélométrie) et les anticorps anti-CCP2
(www.has-sante.fr). Les ACAN sont souvent dosés pour le diagnostic
différentiel avec le lupus. On rappelle que les FR sont moins sensibles que les
ACPA. Les anti-CCP2 ont une sensibilité de 68% et une spécificité de 98%.

2/ les parameétres inflammatoires : vitesse de sédimentation et CRP. La
présence d’un syndrome inflammatoire est fréquente dans la PR. C'est un
élément de mauvais pronostic mais sans aucune spécificité (Tishler et al.,
1985).
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3/ le typage HLA classe | et Il. Il n’est pas réalisé systématiquement mais il est
utile pour le diagnostic et le pronostic de PR. En France, 75% des patients PR
ont au moins un allele de susceptibilité HLA-DR (Reviron et al., 2001). Le risque
et la sévérité les plus forts sont associés aux génotypes HLA-DRB1*04:01/04:04
et HLA-DRB1*04:01/04:01 (Wordsworth et al., 1992).

La présence d’autres alleles HLA est utile dans le diagnostic différentiel :

-I'allele HLA-B27 oriente vers une spondylarthropathie : le risque relatif de
développer une spondylarthropathie est de 20 (Braun et al., 1998).

-I’association HLA-B8/DR3 oriente vers un lupus (Bishof et al., 1993).

4/ I’analyse du liquide synovial permet surtout d’éliminer certains diagnostics :
arthrite microcristalline (identification de cristaux d’acide urique ou de
pyrophosphate de calcium au microscope optique) et arthrite septique
(examen direct et culture).

e) Examens d’'imagerie
Radiographies

On réalise des radiographies standards des articulations atteintes, et des mains
et poignets de face systématiquement. Les lésions radiologiques de PR sont
érosions (lacunes osseuses) et les pincements articulaires (diminution de
I'interligne). Ces anomalies sont le plus souvent localisées sur les mains, les
poignets et les pieds (figure 20). Il faut plusieurs mois d’évolution avant de
pouvoir les visualiser: dans les 4 premiers mois d’évolution 30% ont des
anomalies radiologiques, 91% au bout de 3 ans (Caruso et al., 1990). Ensuite on
observe des déformations avec subluxation, désaxation des articulations
(Brahee et al., 2003).
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Figure 20 Radiographie de mains de PR. Destruction des articulations métacarpo-phalangiennes et
pincement des inter-phalangiennes proximales.

Les traitements de fond de la PR visent a prévenir ces lésions destructrices. Les
examens d’imagerie sont donc plus utiles lors de la phase débutante de la PR.

L'IRM et I'échographie permettent de visualiser des anomalies précoces
lorsque les radiographies sont normales (Foley-Nolan et al., 1991).

Imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM permet de visualiser de I'cedeme osseux et les synovites puis des
érosions, que ce soit aux mains ou aux pieds (McQueen et al., 2003). Ces
anomalies peuvent étre présentes des 3 mois d’évolution clinique (Kosta et al.,
2011). Cependant en pratique cet examen est difficile d’accés en raison de son
colt et du délai d’obtention.

Echographie

L’échographie est un examen simple, peu colteux, qui peut étre réalisé sur
plusieurs articulations, avec des délais d’obtention rapide. Elle est tres
performante pour détecter des synovites et des érosions infra-radiologiques.
Elle est plus facile a réaliser sur certaines articulations des mains (Boutry et al.,
2007). L'IRM serait plus performante que I’échographie pour prédire I’évolution
d’une polyarthrite indifférenciée vers une PR (Machado et al., 2011b).
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Au total 'examen clinique est la base du diagnostic de la PR mais on a besoin
d’examens para-cliniques pour affirmer le diagnostic. Les examens d’imagerie
sont trés utiles mais peu spécifiques. La biologie est le point clé du diagnostic
de la PR.

2. Pourquoi un diagnostic rapide est nécessaire

La PR est une maladie grave pour laquelle il existe des traitements efficaces.

a) Les bases du traitement

Il s’agit d’une prise en charge multidisciplinaire associant la kinésithérapie,
I’ergothérapie, les aides sociales et la prise en charge médicamenteuse.

Les traitements de fond appelés DMARDs (drug modifying antirheumatic
disease) cherchent a bloquer les poussées articulaires. Il est recommandé de
toujours associer un traitement de fond au traitement symptomatique, et dans
un délai de 3 mois (www.has-sante.fr).

Il existe a I’heure actuelle plusieurs molécules indiquées dans la PR. Le
médicament utilisé en premiere intention est le methotrexate (inhibiteur de la
dihydrofolate reductase). Le leflunomide (inhibiteur de la synthése des
pyrimidines) est indiqué en cas d’intolérance ou d’échec au méthotrexate.

Ensuite vient le groupe des “biothérapies” ou “traitements biologiques”, qui
sont des traitements immuno-modulateurs, utilisés en cas d’échec aux
DMARD:s. Les anti-TNFa sont les premiéres biothérapies en terme d’ancienneté
et de quantité de prescription. D’autres molécules sont venues enrichir le
pannel thérapeutique au cours du temps (tableau 7).
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Médicaments

AMM en France dans la
PR

Inhibiteurs du TNFa Infliximab 1999
Anticorps monoclonal chimérique anti-TNF
Etanercept 2000
Récepteur soluble du TNF
adalimumab 2003
Anticorps monoclonal humanisé anti-TNF
Certolizumab 2010
Anticorps monoclonal humanisé pegylé anti-
Fab

Antagoniste du récepteur | Anakinra 2002

de type I de I'lL-1

Inhibiteur du CD20 Rituximab 2006

Inhibiteur des molécules | Abatacept 2007

de co-stimulation du LT

Anti-IL-6 Tocilizumab 2009

Tableau 7 Les biothérapies indiquées dans la PR en 2011

b) Les traitements de la PR sont tres efficaces

L’efficacité clinique. Les DMARDs permettent d’obtenir une rémission clinique
chez 30% des PR débutantes a 1 an d’évolution (suivi de 4290 PR issues de 20
essais randomisés) (Ma et al., 2010). L’étude Best montre que l'infliximab (anti-
TNFa) a une meilleure efficacité sur la rémission clinique s’il est employé des le
début de la maladie (Allaart et al., 2006).

L’efficacité radiologique. Tous les DMARDs diminuent la progression de la
destruction articulaire. L'apparition d’érosions chez 10 a 26% des patients des
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les 3 mois d’évolution (Harrison et al., 2000) incite a débuter ces traitements
rapidement.

Les traitements de la PR améliorent I'espérance de vie. Plusieurs travaux
montrent que les traitements de fond augmentent I'espérance de vie des
patients. Le methotrexate et les anti-TNFo. diminuent le risque de mortalité en
diminuant les événements cardio-vasculaires (Choi et al., 2002; Greenberg et
al., 2011). Une étude réalisée en Suede et en Espagne entre 1992 et 2010 a
montré que le taux de déces sous anti-TNFo, est supérieur a la population
générale mais inférieur a celui des PR non traitées par anti-TNFo (Sander,
2010).

L’enjeu social. Avant I'apparition des biothérapies, 92% des patients avaient
une diminution de leurs capacités fonctionnelles apres 9 ans d’évolution de la
maladie (Pincus et al., 1984). Une étude sur 600 PR suivies pendant 5 ans a
montré que le traitement par anti-TNFo. augmente la présence au travail des
patients. Le gain de temps travaillé correspond a 40% des colts annuels des
anti-TNFa (Augustsson et al., 2010).

c) Les biothérapies sont réservées aux PR certaines
Ces traitements ont des effets secondaires sérieux possibles

Les biothérapies augmentent le risque d’infection. Il faut souligner en
particulier le sur-risque de tuberculose sous anti-TNFo qui a été diminué par un
ensemble de précautions lors de son utilisation (Keane et al., 2001).

Il' y a une augmentation du risque de lymphome sous anti-TNFo, mais une
méta-analyse montre que lorsqu’on ajuste le sur-risque de lymphome par
rapport a I'activité de la maladie, I'OR est de 1 (Wolfe et al., 2007).

Le sur-risque de tumeur solide sous anti-TNFo. est controversé. Il y aurait une
augmentation des tumeurs cutanées, principalement non mélaniques, et un
risque accru de récidive de cancer chez des patients aux antécédents
néoplasiques (Amari et al., 2011).

Les traitements biologiques peuvent aussi entrainer des allergies séveres. C'est
surtout vrai pour I'infliximab et le rituximab (Hernandez-Cruz et al., 2011).
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Certains de ces traitements sont indiqués uniquement dans la PR

Le certolizumab, le rituximab, le tocilizumab et I'abatacept ont uniguement
I’AMM dans la PR. L'efficacité dans les autres rhumatismes inflammatoires est
soit mauvaise soit inconnue. Il est donc nécessaire d’établir un diagnostic solide
de PR avant de choisir son traitement de fond.

Ces traitements sont coliteux

Un traitement par methotrexate coute 120 euros par an, 6700 euros pour
I’etanercept et 3000 euros pour le rituximab. Certains traitements sont
administrés par voie veineuse ce qui augmente le prix global du traitement
(colt de I'hospitalisation a prendre en compte).

3. Pourquoi le diagnostic de PR peut étre difficile

a) Certains rhumatismes ressemblent a la PR

Le diagnostic de PR peut étre évident a la phase d’état, ou les signes cliniques
sont francs. A la phase de début le diagnostic de certitude est moins facile.

Selon le nombre d’articulations atteintes et la durée des symptoémes, |'age et le
sexe du patient on évoquera en priorité certains diagnostics (Figure 21).

La revue de Hazes détaille les principaux diagnostics possibles lors d’une
arthrite inflammatoire: PR, spondylarthropathie, arthrite microcristalline,
autres maladies systémiques, arthrose (tableau 8) (Hazes et al., 2011).
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Figure 21 Déformations des mains. 1° ligne : PR, rhumatisme psoriasique, goutte. 2™ ligne :
arthrose, lupus, sclérodermie

Pathologies Frégquence selon les études

PR 10-70%

SPA 1-17%
Rhumatisme psoriasique 3-13%
Arthrite microcristalline 2-10%
Arthrose 1-10%

Autres maladies systémiques 1-6%
Autres 6-8%

Tableau 8 Evolution des arthrites indifférenciées apres 6 a 12 mois (Hazes et al., 2011)

Les spondylarthropathies comprennent la spondylarthrite ankylosante (SPA),
du rhumatisme psoriasique (RhumPso), des spondylarthropathies associées aux
maladies inflammatoires intestinales et les arthrites réactionnelles.

Elles concernent majoritairement ’lhomme (1/3), entre 30 et 40 ans. |l existe
souvent une atteinte dite axiale (rachis, articulation sacro-iliaque). Ces
éléments ne sont pas discriminants. En effet la prévalence de I'allele HLA-B27
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peut atteindre 10% de la population (al-Attia et al., 1995), et le psoriasis cutané
entre 1 et 3% (Jacobson et al., 2011).

Le RhumPso entraine des arthrites destructrices des mains qui ressemblent a
une PR (Slobodin et al., 2009).

Les rhumatismes microcristallins La précipitation de cristaux peut étre
responsable d’arthrite. Il s’agit le plus souvent de mono ou oligo-arthrite aigué
mais des cas de polyarthrite chronique sont possibles.

La goutte correspond a des cristaux d’acide urique. Elle concerne plus ’lhomme,
atteinte de la 1°® MTP. Il faut rechercher une insuffisance rénale, un traitement
hyperuricémiant, une hyperuricémie. Les anomalies radiologiques (macro-
géodes) sont tardives (Becker et al., 2010).

Dans la chondrocalcinose ce sont des cristaux de pyruvate de calcium qui se
déposent sur les fibrocartilage. Elle concerne plutét la femme, vers 60 ans, avec
une prédilection pour le poignet et le genou (Announ et al., 2007).

L’arthrose érosive des mains peut cliniqguement étre trés proche de la PR. La
présence des auto-anticorps oriente facilement vers une PR (Punzi et al., 2004).

Le lupus érythémateux systémique se manifeste par des arthralgies et
arthrites des petites articulations. Ces atteintes sont déformantes mais non
destructrices. Le contexte clinique est évocateur : femme jeune, antécédent
d’auto-immunité, éruptions cutanées photosensibles, aphtes, antécédents de
phlébite (Manzi, 2009).

La sclérodermie systémique et le syndrome de Sjogren peuvent se manifester
par des arthralgies ou des arthrites. Il s’agit souvent d’une atteinte
polyarticulaire.

L’arthrite septique est liée a un germe pyogene (streptocoque et
staphylocoque surtout) ou a une mycobactérie. Il s’agit le plus souvent d’une
mono-arthrite aigué, mais elle peut étre chronique dans le cadre d’une
mycobactérie. Il faut rechercher une “porte d’entrée” : intervention
chirurgicale, plaie, ponction articulaire. Il y a une forte fievre associée. Le
diagnostic se fait facilement par I'analyse du liquide articulaire. C’est une
maladie trés grave avec un taux de mortalité de 11% (Mathews et al., 2010).

b) Certains rhumatismes restent indifférenciés

Au moment de la prise en charge d’un patient se présentant pour une arthrite
inflammatoire le diagnostic de certitude n’est pas toujours possible. On parle
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d’arthrite indifférenciée. Par définition, I'arthrite indifférenciée correspond a
un gonflement (synovite) d’au moins une articulation pendant plus de 6
semaines, ne correspondant a aucune cause d’arthrite.

De nombreuses études observent le devenir dans le temps de ces arthrites
indifférenciées (van Venrooij et al., 2008a; Combe et al., 2007; Carbonell et al.,
2008). La proportion d’arthrite qui reste indifférenciée au bout d’'un an varie
entre 1 et 46 % selon les travaux (Hazes et al., 2011).

La présence des anticorps anti-CCP dans une population d’arthrite
indifférenciée oriente tres fortement vers une PR : 90% développeront une PR
dans les 3 ans (van Venrooij et al., 2008b).

c) Les situations difficiles en pratique

Dans la pratique quotidienne du rhumatologue le diagnostic de PR est plus
difficile dans deux situations: la PR sans anticorps anti-CCP et la PR débutante.

° La PR sans anticorps anti-CCP

Lorsque les anticorps anti-CCP sont négatifs, le diagnostic de PR n’est pas
écarté. En effet les anticorps anti-CCP sont négatifs dans 32% des PR dans la
méta-analyse la plus récente (Avouac, 2005).

Dans la PR, lorsque les anti-CCP sont négatifs, les FR sont positifs dans 5-20%
des cas. Il s’agit de PR de sévérité plus faible. (Inanc et al., 2007; Mewar et al.,
2006; Sauerland et al., 2005; Bizzaro et al., 2001).

La difficulté est donc d’éliminer les diagnostics différentiels par les autres
moyens décrits plus hauts.

Des situations cliniques fréquentes peuvent rendre le diagnostic d’autant plus
délicat :

- antécédent familiaux de PR qui peut biaiser la démarche de consultation
du patient et influencer également le médecin

- association avec du psoriasis cutané, qui touche 2% de la population, et
peut orienter a tort vers une spondylarthropathie

- atteinte isolée des mains, qui peut passer pour une arthrose digitale.
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° La PR débutante

On parle de PR débutante lorsque les symptomes de la maladie évoluent
depuis quelques mois. Dans notre travail nous avons retenu la durée de 12
mois.

Une étude récente a été réalisée sur 500 PR suivies dans 10 centres. Le délai
moyen entre les symptdmes et la consultation est de 3 mois, et le diagnostic
est posé en 6 mois en moyenne (Machold et al., 2002). Plusieurs facteurs
rendent le diagnostic de PR difficile a porter pendant la premiere année.

Premierement les anticorps anti-CCP sont moins fréquents dans les PR
débutantes. Dans les PR débutantes de moins de 6 mois de durée, la sensibilité
des anti-CCP n’est que de 50 a 58 % (Goldbach-Mansky et al., 2000) pour 68%
dans les PR établies.

De plus les signes cliniques peuvent étre frustes au départ, ou non spécifiques.
Dans une étude rétrospective sur 300 PR le début est insidieux (progressif)
dans 64% des cas. L'atteinte mono-articulaire représente 21% des patients
(Halla et al., 1987).

Pour faire le diagnostic d’'une PR sans anticorps anti-CCP et d’une PR débutante
nous avons besoin de nouveaux marqueurs biologiques.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

Publication 1 HLA-DRB1*04:04 is strongly associated with anti-cyclic
citrullinated peptide antibodies in rheumatoid arthritis

Clin Exp Rheumatol. 2008 Jul-Aug;26(4):627-31

Charpin C, Balandraud N, Guis S, Roudier C, Toussirot E, Rak J, Lambert N,
Martin M, Reviron D, Roudier J, Auger |

Les genes HLA-DR sont les principaux facteurs de susceptibilité a la PR. Les
principaux alleles HLA-DR de susceptibilité a la PR sont HLA-DRB1*04:01, HLA-
DRB1*04:04, HLA-DRB1*04:05, HLA-DRB1*04:08 et HLA-DR1.

L'objectif de cette étude était d’analyser l'influence des alleles HLA-
DRB1*01:01, HLA-DRB1*04:01 et HLA-DRB1*04:04 sur la présence d’anticorps
anti-CCP dans la PR dans notre population marseillaise de PR. Nous avons
calculé le pourcentage de patients positifs pour les anticorps anti-CCP parmi
ceux exprimant deux, un ou aucun allele HLA-DR de susceptibilité a la PR. Nous
avons analysé 260 patients présentant une PR et 126 patients présentant
d’autres rhumatismes inflammatoires chroniques et des sujets sains.

Nos résultats :

1/ Dans notre population, 77% des PR ont des anticorps anti-CCP et
seulement 3% des controéles.

2/ Les alléles HLA-DR de susceptibilité ne sont pas nécessaires a la présence
d’anticorps anti-CCP. En effet 68 % des patients n’exprimant pas d’allele de
susceptibilité a la PR ont des anticorps anti-CCP.

3/ Il n’y a pas de différence significative dans le pourcentage d’anticorps anti-
CCP entre les patients exprimant un alléle de susceptibilité a la PR ou
n’exprimant pas d’allele de susceptibilité. Les patients porteurs de 2 alleles
susceptibilité n’ont pas plus d’anticorps anti-CCP que les patients porteurs d’un
seul allele susceptibilité.

4/ Ialléele HLA-DRB1*04:04 est fortement associé a la production d’anticorps
anti-CCP dans notre population de PR. Ainsi parmi les PR qui ont 1 allele de
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susceptibilité, I'allele HLA-DRB1*04:04 est lié a la présence d’anticorps anti-CCP
dans 90% des cas, vs 72% pour les autres alleles de susceptibilité (HLA-
DRB1*04:01 et HLA-DRB1*01:01), et 68% pour les génotypes sans allele de
susceptibilité.

Enfin I’allele HLA-DRB1*04:04 est associé a des taux plus élevés d’anticorps
anti-CCP.

Les résultats de notre étude confirment que l'allele HLA-DRB1*04:04 est
associé a la production d’anti-CCP dans la PR.
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Publication 2 Auto-antibody to B-Raf, a new family of auto-antibody
associated with rheumatoid arthritis

Arthritis Res Ther. 2010;12(5):R194. Epub 2010 Oct 18
Charpin C, Martin M, Balandraud N, Roudier J, Auger |

A l'aide de puces contenant 8000 protéines humaines, notre laboratoire a
recherché de nouveaux auto-anticorps spécifiques de la PR. Nous avons
identifié le domaine catalytique de B-Raf (v raf murine sarcoma viral oncogen
homologue B1) comme un nouvel auto-antigéne. En effet il est reconnu par
35% des PR vs 5% des contrdles. Les auto-anticorps anti-B-Raf sont présents
chez les patients PR avec et sans anticorps anti-CCP.

L’objectif de ce travail était d’identifier les peptides les plus immunogénes sur
le domaine catalytique de B-Raf. Pour cela nous avons synthétisé 20 peptides
chevauchants sur 10 acides aminés correspondant au domaine catalytique (en
position 416-766). La réactivité IgG de chaque sérum contre les peptides a été
détectée par ELISA.

1/ Nous avons identifié au sein du domaine catalytique de B-Raf, des peptides
reconnus par les sérums de patients PR. Le peptide p10 de B-Raf (position 506-
525) est reconnu par 35% des PR versus 11% des controles; p25 (position 656-
675) de B-Raf est reconnu par 19% des PR versus 0,7% des contréles. Le
peptide p10 est plus sensible que p25 mais il est manque de spécificité et ne
peut pas étre utilisé en diagnostic. Le peptide p25 a une excellente spécificité
dans la PR.

2/ Nous avons constaté que 21% des patients PR sans anticorps anti-CCP ont
des auto-anticorps anti-p25 de B-Raf versus 0,7% des controles.

3/ Nous avons voulu tester si les auto-anticorps des patients sont capables
d’activer B-Raf. Pour cela, les auto-anticorps anti-B-Raf ont été purifiés et
incubés en présence de B-Raf et MEK1. Nous avons montré que les auto-
anticorps anti-B-Raf augmentent I'activité de phosphorylation de B-Raf sur
son principal substrat MEK1.

Nous avons montré que B-Raf est un auto-antigéne de la PR. Le peptide p25
de B-Raf est trés spécifique des PR sans anticorps anti-CCP. La détection
d’auto-anticorps dirigés contre B-Raf et le peptide p25 a donné lieu au dépot
de 2 brevets:en 2008: “Methods and kits for the diagnosis of rheumatoid
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arthritis’” (WO 2009138408 A3) et en 2009: “Methods for the diagnosis of
rheumatoid arthritis” (EP 09306063.0).
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Publication 3 New auto-antibodies associated with early rheumatoid arthritis
(en préparation)

Charpin C, Martin M, Toussirot E, Balandraud N, Wendling D, Roudier J, Auger |

L'objectif de ce travail était d’identifier de nouveaux auto-anticorps
spécifiques de PR débutantes.

Nous avons travaillé sur une population de PR de Marseille et de Besancon de
moins de 12 mois d’évolution répondant aux critéres de I’ACR 2010.

1/ A 'aide de puces contenant 8000 protéines humaines, nous avons testé 20
PR débutantes, 19 PR de plus de 5 ans d’évolution et 23 controles. Nous avons
mis en évidence 24 nouveaux auto-antigénes retrouvés chez des patients
atteints de PR de moins de 1 an d’évolution.

2/ Pour valider ces résultats, nous avons testé les sérums de 68 PR débutantes,
40 PR de plus de 5 ans d’évolution et 141 contrbles. Nous avons validé 4
protéines spécifiques des PR débutantes. Ces protéines sont reconnues par 18
a 41% des PR débutantes vs 5% des controles.

Ces protéines sont: GABARAPL2 (GABA(A) receptor associated protein like 2),
ZNF706 (zinc finger protein 706), TPM2 (tropomyosin 2) et WIBG (within BGCN
homolog (Drosophila)). La détection d’auto-anticorps dirigés contre I'une de
ces protéines dans le diagnostic d’'une PR débutante, a donné lieu au dépdt
d’'un brevet en 2011 (EP 11305584.2. « Method for the diagnosis of early
rheumatoid arthritis »).

Soixante pourcent des PR débutantes ont des auto-anticorps dirigés contre au
moins une de ces 4 protéines.

3/ De plus nous avons observé que ces auto-anticorps sont présents chez 40%
des PR débutantes sans anticorps anti-CCP.

4/ Parmi ces 4 protéines les auto-anticorps anti-WIBG identifient
exclusivement les PR.

5/ Les auto-anticorps dirigés contre ces 4 protéines diminuent en fonction de
I'ancienneté de la PR. Par exemple les auto-anticorps anti-WIBG sont
présents chez 41% des PR débutantes, 12% des PR entre 1 et 5 ans
d’évolution, et 5% des PR de plus de 5 ans d’évolution. La diminution des ces
auto-anticorps peut étre liée aux traitements de la PR.
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Ces protéines pourraient étre utilisées pour le diagnostic et le suivi des PR
débutantes.

68



Discussion

1. Physio-pathologie de la PR : la production des ACPA
est-elle-controlée par le génotype HLA-DR?

Dans la PR il y a 2 éléments critiques : le génotype HLA-DR et les ACPA.

1/ Les facteurs génétiques contribuent pour 60% au développement de la PR
(van der Woude et al., 2010). Les alleles de prédisposition HLA-DR a la PR
représentent le facteur génétique le plus important: environ 40% des facteurs
génétiques (Imboden, 2009)

2/ Les ACPA sont les auto-anticorps les plus spécifiques de la PR. Les alléles
HLA-DR contribuent a la production d’ACPA mais on ne sait pas encore par quel
mécanisme.

Au moment de la réalisation de travail, I'association des alleles de susceptibilité
HLA-DR et des ACPA dans la PR était déja décrite dans plusieurs populations :
en Europe du Nord, aux Etats-Unis, au Japon (van der Helm-van Mil et al., 2007,
Irigoyen et al., 2005; Furuya et al., 2007; Huizinga et al., 2005a). La spécificité
des ACPA dans la PR était connue mais le dosage des anticorps anti-CCP n’était
pas encore réalisé en routine en 2007.

L'objectif de notre travail était de montrer linfluence des alleles de
susceptibilité HLA-DR sur la présence d’ACPA dans notre population
marseillaise de PR. Nous avons analysé 260 patients présentant une PR et 126
patients présentant d’autres rhumatismes inflammatoires chroniques et 56
sujets sains.

a) Role du génotype HLA-DR dans la production d’ACPA

La présence d’un alléele de susceptibilité n’est pas indispensable a la production
des ACPA

Nous avons observé que la présence des alleles de susceptibilité a la PR n’est ni
nécessaire ni suffisante pour produire les ACPA. En effet, 68 % des patients
n’exprimant pas d’alléle de susceptibilité a la PR ont des ACPA. Dans une étude
antérieure un résultat similaire avait été observé pour les auto-anticorps anti-
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fibrinogene citrulliné (AFIBA): 55% des patients PR n’exprimant pas d’allele de
susceptibilité a la PR avaient des AFIBA (Auger et al., 2005a).

La production des ACPA est influencée par le génotype HLA-DR

Nous avons observé que les patients qui expriment au moins un allele HLA-DR
de susceptibilité ont plus d’ACPA que ceux qui n’expriment pas d’allele de
susceptibilité, mais cette différence n’est pas statistiquement significative
(probablement pour une question de taille d’échantillon).

Plusieurs études ont montré que les patients exprimant un allele de
susceptibilité avaient plus d’ACPA que les patients n’exprimant pas d’allele de
susceptibilité. Dans une cohorte Néerlandaise de 313 patients PR, 61% des
patients exprimant au moins un allele de susceptibilité ont des ACPA contre
36% des patients sans allele de susceptibilité (van der Helm-van Mil et al.,
2007). Dans une cohorte caucasienne Nord-Américaine de 1723 PR, on observe
aussi une association entre les alleles de susceptibilité et la présence d’ACPA
(Irigoyen et al., 2005).

De plus on s’attendait a trouver des taux d’ACPA plus élevés lorsqu’il y a 2
alleles de susceptibilité a la PR que lorsqu’il n’y en a qu’un. C'est ce qui a été
mis en évidence dans plusieurs cohortes d’arthrites débutantes a Leiden et au
Japon (Huizinga et al., 2005b; Furuya et al., 2007). Dans notre étude il n’y a pas
de différence significative dans le taux d’ACPA des patients avec un ou 2 alleles
de susceptibilité, probablement en raison de la taille de I'effectif.

Les ACPA sont plus élevés chez les patients exprimant |I'alléele HLA-DRB1*04:04
Parmi les patients PR exprimant un seul allele de susceptibilité, nous avons pu
mettre en évidence une forte association entre |'allele HLA-DRB1*04:04 et la
présence d’ACPA. D’autre part, nous avons observé que l|'allele HLA-
DRB1*04:04 est également associé a des titres plus élevés d’ACPA.

Il avait déja été montré que HLA-DRB1*04:04 est associé aux auto-anticorps
anti-fibrinogéne citrulliné (Auger et al., 2005b) et anti-calpastatine (Auger et
al., 2007c). L’allele HLA-DRB1*04:04 semble posséder des propriétés originales
associées a la production d’auto-anticorps.

Une étude allemande et une étude néerlandaise ont montré que le génotype
HLA-DR4 est fortement associé avec les ACPA et gu'’il existait une association
plus faible pour HLA-DR1 (van der Helm-van Mil et al., 2007; Senkpiehl et al.,
2005). Par contre, c’est l'allele HLA-DRB1*04:01 qui était associé aux ACPA
pour des populations de PR de I'Europe du Nord et du Portugal (van Gaalen et
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al., 2004; Ligeiro et al.,, 2007). Notre étude correspond a la premiere
description de I’association des ACPA avec 'alleéle HLA-DRB1*04:04.

b) Role du tabagisme dans la production d’ACPA

Si le génotype HLA-DR ne peut pas expliquer a lui seul la production des ACPA
dans la PR, il faut chercher d’autres facteurs qui influencent I'apparition de ces
auto-anticorps. Le seul facteur environnemental actuellement identifié dans la
PR est le tabagisme.

Influence du tabagisme dans la production d’ACPA

Le tabagisme augmente le risque de PR uniquement chez les patients
possédant des FR (Masdottir et al., 2000) et des ACPA (Linn-Rasker, 2006).

Une étude démembre l'influence du tabagisme et des alleles de susceptibilité
dans la production d’ACPA chez les PR. Ce travail montre que le tabagisme
influence la production d’ACPA pour les PR sans alléle de susceptibilité, mais de
maniere moins forte que pour les PR avec alléle de susceptibilité (figure 22).
Par exemple pour un tabagisme de plus de 20 paquets-années I'OR est de 1,9
par rapport a un patient non-fumeur (Kallberg et al., 2011).

7/ Double SE

=¥/ single SE

Figure 22 Risque de développer une PR avec ACPA selon le tabagisme (nombre de paquets-années),
et selon le nombre d’alléles de susceptibilité (d’apres Kallberg)

Interaction du tabagisme avec les alleles HLA-DR dans la PR avec ACPA

Pour chaque allele HLA-DR de susceptibilité a la PR, le tabagisme est lié de
maniere quantitative au risque de développer une PR avec ACPA (figure 22).
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Chez les patients avec 2 alleles de susceptibilité, 55% des PR avec ACPA sont
attribuables au tabagisme (Kallberg et al., 2011).

La combinaison de I'épitope partagé et du tabagisme prédispose tres
fortement a la PR avec ACPA: il y a donc une synergie entre ces 2 facteurs. Le
risque de développer une PR avec ACPA pour un fumeur porteur de 2 épitopes
partagés est de 21 par rapport a un non-fumeur sans épitope partagé
(Klareskog et al., 2006).

Le génotype HLA-DR et le tabagisme sont donc 2 facteurs indépendants et
synergiques qui influencent la production d’ACPA dans la PR.

c) Par quel mécanisme le génotype HLA-DR et le tabagisme
influencent-ils la production d’ACPA ?

Role du tabagisme dans la citrullination

Comment peut-on expliquer l'influence du tabagisme dans la production des
ACPA? Récemment il a été montré que le tabagisme augmente la citrullination
de maniere non-spécifique, et non la citrullination d’un antigene en particulier.
L’interaction entre les genes HLA-DR et le tabagisme dans la PR ne passe donc
pas par une augmentation de la production des ACPA, mais par 'augmentation
de la citrullination d’antigenes (Willemze et al., 2011).

Le tabagisme interviendrait dans l'augmentation de la citrullination par
I’'augmentation de I'expression des PAD. Il a été mis en évidence une
augmentation de l'expression de PAD2 dans des biopsies de muqueuse
bronchique chez les fumeurs comparées aux non-fumeurs (Makrygiannakis et
al., 2008). Le tabagisme augmente I'apoptose des macrophages alvéolaires
(Aoshiba et al., 2001) ce qui peut augmenter la concentration de calcium
intracellulaire pouvant contribuer a une activité plus importante des PAD
(Klareskog et al., 2006).

Role de la citrullination dans la présentation peptidique

On ne sait pas comment les alleles HLA-DR contribuent a la production d’ACPA.
Les alleles de susceptibilité ont un commun I'épitope partagé qui se situe dans
la poche a peptide P4. Cette poche a peptide est chargée positivement pour les
alleles de susceptibilité.

L’équipe de Hill a formulé I'hypothese suivante: la citrullination d’un antigene
permettrait sa fixation aux alleéles de susceptibilité. En effet la citrullination
transforme un résidu chargé positivement en un résidu neutre, ce qui
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favoriserait I'interaction avec la poche a peptide chargée positivement pour les
alleles de susceptibilité. La présentation de ce peptide citrulliné via I"épitope
partagé a un LT CD4+ pourrait aboutir a production d’ACPA. L'équipe de Hill a
travaillé dans le modele d’arthrite au collagene sur des peptides de la
vimentine, et a montré que l'affinité d’'un peptide de la vimentine pour la
molécule HLA-DRB1*04:01 est meilleure lorsque le peptide est citrulliné (Hill et
al., 2003).

Cependant cette hypothese n’a jamais été confirmée. Prenons I'exemple du
travail sur le fibrinogéne citrulliné. La fixation de peptides du fibrinogéne sur les
molécules HLA-DR a été testée en utilisant 93 peptides de la chaine o et 74
peptides de la chaine B). La fixation des peptides citrullinés n’est pas plus forte
sur les molécules HLA-DR susceptibles (HLA-DRB1*04:01, 04:04) que sur les
molécules HLA-DR protectrices HLA-DRB1*04:02 et HLA-DRB1*07:01 (Auger et
al., 2005b).

d) Les PR avec et sans ACPA sont-elles des maladies différentes ?

Nous avons montré que I'alléele HLA-DRB1*04:04 est lié a une production plus
importante d’ACPA dans la PR. D’autres équipes avaient trouvé un lien entre la
présence de |'épitope partagé et la production des ACPA. On peut donc se
demander si les PR avec et sans ACPA correspondent a la méme maladie ou s'il
s’agit de 2 entités a considérer différemment en particulier sur le plan physio-
pathologique.

Le terrain génétique des PR sans ACPA est-il différent ?

- Les alléles de susceptibilité HLA-DR prédisposent-ils uniqguement aux PR
avec ACPA?

Il existe a I'heure actuelle peu de données sur les facteurs génétiques
prédisposant aux PR sans ACPA.

Les travaux de Huizinga et Irigoyen n’ont pas mis en évidence d’association
entre les alleles de susceptibilité et la PR sans ACPA. Ces études analysent des
PR issues de 2 cohortes d’Amérique du Nord et d’Europe du Nord.

Huizinga a analysé une cohorte d’arthrites indifférenciées qui évoluent vers 200
PR sans ACPA et 200 PR avec ACPA. La présence d’ACPA influence |’évolution
vers une PR, que ce soit dans le groupe avec ou sans allele de prédisposition
HLA-DR. Par contre la présence d'un allele de susceptibilité influence
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I’évolution vers une PR uniquement lorsque les ACPA sont présents. Il n’y a pas
plus de PR avec allele de susceptibilité que sans alleles de susceptibilité dans le
groupe ACPA-, ceci étant valable pour les PR ACPA-/FR- et ACPA-/FR+ (Huizinga
et al., 2005a). L’étude d’lrigoyen a regroupé 2 cohortes de PR (1100 PR
d’Amérique du Nord et 500 patients d’Europe du Nord). Il n’y a pas plus de PR
avec allele de susceptibilité que sans allele de susceptibilité parmi les 500 PR
sans ACPA, que ce soit dans le sous-groupe ACPA-/FR+ ou ACPA-/FR- (Irigoyen
et al., 2005).

Ce résultat provient d’'une méme équipe de généticiens, et n’a pas été
confirmé.

Deux autres travaux récents portant sur de groupes populations de PR sans
ACPA analysent la prévalence des FR et la répartition des alleles de
susceptibilité HLA-DR (Mackie et al., 2011; Terao et al., 2011a).

L’étude anglaise regroupant 3600 PR provenant de 5 villes différentes a montré
que 41% des PR sans ACPA ont des FR. L’association des alleles HLA-DR avec la
PR a été confirmée dans le sous-groupe des PR ACPA-/FR+, mais pas dans le
sous-groupe ACPA-/FR- (Mackie et al., 2011).

Dans I’étude japonnaise de Terao, 900 PR de Tokyo et Kyoto sans ACPA ont été
analysées. Quarante-huit pourcent ont des FR. Les alleles HLA-DR de
susceptibilité a la PR habituellement identifiés au Japon (HLA-DRB1*04:05 et
HLA-DRB1*09:01) sont associés aux PR ACPA-/FR+ et pas aux PR ACPA-/FR-
(Terao et al., 2011a).

Donc ces 2 travaux ont montré que l'association des alleles de susceptibilité
HLA-DR avec la PR est valable également pour les PR ACPA-/FR+.

- Il existe des facteurs génétiques spécifiques des PR sans ACPA

Des travaux isolés ont mis en évidence certains alleles HLA-DR spécifiguement
associés aux PR sans ACPA.

Dans le travail de Terao, les alleles HLA-DR14 et le génotype HLA-DR8/HLA-DR8
sont associés aux PR sans ACPA et sans FR (Terao et al., 2011b). Les alléles HLA-
DR3 sont associés aux PR sans ACPA chez les caucasiens (Irigoyen et al., 2005).

Ces travaux nécessitent confirmation dans d’autres populations.
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Les caractéristiques clinigues d’'une PR sans ACPA

Au stade de début, les PR avec ou sans ACPA sont cliniguement comparables.
Mais les PR avec ACPA ont une évolution clinique et radiologique plus séveres
(van der Helm-van Mil et al., 2005; Ohmura et al., 2010).

Récemment, il a été montré une différence dans I'analyse histologique de Ia
synoviale des PR avec ACPA et sans ACPA. La synovite rhumatoide chez les PR
avec ACPA montre notamment un infiltrat lymphocytaire plus important, et
corrélant avec une destruction radiologique avoisinante plus importante (van
Oosterhout et al., 2008; Ohmura et al., 2010).

La réponse aux traitements est moins bonne pour les PR sans ACPA

Il a été montré pour l'infliximab (anti-TNFa) que la réponse au traitement est
meilleure en cas de positivité des FR et des ACPA (Klaasen et al., 2011). Les PR
sans ACPA sont donc moins séveres mais répondent moins bien aux
traitements.

Ces données suggerent qu’il existe bien plusieurs PR. Il serait intéressant de
mieux caractériser les PR sans ACPA, notamment avec de nouveaux marqueurs
biologiques.
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2. Auto-anticorps anti-B-Raf : implications dans la PR

A l'aide de puces a protéines notre laboratoire a identifié le domaine
catalytique de B-Raf comme un nouvel auto-antigene reconnu par 35% des PR
vs 5% des contrdles. Cette protéine est impliquée dans la voie des MAP-
kinases. Elle est connue en cancérologie pour ses mutations activatrices qui
interviennent dans de nombreuses néoplasies notamment dans le mélanome.
Nous avons voulu 1/préciser la cible épitopique de ces auto-anticorps
2/comprendre leur réle fonctionnel dans la PR 3/en tirer un outil diagnostique
dans la PR.

a) Les auto-anticorps anti-B-Raf, outil diagnostique dans la PR

Quels sont les peptides de B-Raf reconnus dans la PR ?

Nous avons identifié au sein du domaine catalytique de B-Raf des peptides
spécifiguement reconnus par les sérums de patients PR. Le peptide p10 de B-
Raf est reconnu par 35% des PR versus 11% des contréles; p25 de B-Raf est
reconnu par 19% des PR versus 0,7% des contrbles. Le peptide pl0 est plus
sensible que p25 mais il manque de spécificité et ne peut pas étre utilisé en
diagnostic car sa spécificité est inférieure a 90%. Le peptide p25 a une
excellente spécificité dans la PR.

La détection des auto-anticorps anti-p25 dans le diagnostic de la PR a donné
lieu au dépodt de 2 brevets :

-en 2008: “Methods and kits for the diagnosis of rheumatoid arthritis” (WO
2009138408 A3).

-en 2009: “Methods for the diagnosis of rheumatoid arthritis” (EP 09306063.0).

Nous avons analysé la présence des auto-anticorps anti-p25 en fonction du
génotype HLA-DR pour 297 PR d’Evry et de Marseille (figure 23). Nous n’avons
pas mis en évidence d’association significative entre les anticorps anti-p25 et la
présence d’un ou plusieurs alleles de susceptibilité.
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Figure 23 Pourcentage de PR avec auto-anticorps anti-p25 selon le nombre d’EP

Intérét des auto-anticorps anti-p25 dans le diagnostic des PR sans ACPA

Nous avons montré que le peptide p25 de B-Raf est reconnu par les PR sans
ACPA. En général, les PR sans ACPA représentent 1/3 des PR. Lorsque les ACPA
sont négatifs, les FR sont positifs dans 45% des cas (Mackie et al., 2011; Terao
et al., 2011b). Il y a donc besoin de marqueurs pour ces PR sans ACPA.

Dans notre population de 180 PR de plus de 5 ans d’évolution, 105 PR ont des
anticorps anti-CCP et 75 PR n’en n’ont pas. Quatre vint quatre pourcent des PR
avec anti-CCP ont des FR, vs 58% des PR sans anti-CCP (tableau 9).

PR avec anti-CCP (105) | PR sans anti-CCP (75)
AGE moyen 54 57
FR+ (%) 84 58
GENOTYPAGE (%)
O EP 16 36
1EP 46 41
2 EP 38 23

Tableau 9 Comparaison des FR et du génotype HLA-DR pour les PR de Marseille PR avec et sans ACPA
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Nous avons constaté que le peptide p25 de B-Raf est reconnu par 21% des
patients qui n’ont pas d’anticorps anti-CCP. De plus, parmi les patients sans
anticorps anti-CCP, 17% reconnaissent le peptide p25. Le peptide p25 de B-Raf
peut étre utile pour identifier des PR sans anticorps anti-CCP.

Ce résultat a pu étre confirmé avec plus de patients provenant de Marseille (95
PR), Toulouse (101 PR) et Evry (50 PR) (figure 24).

- B PR anti CCP pos (162)
30% - E PR anti CCP neg (246)
OSPA (73)
25% -
mPSO (27)
451 O Sains (100)
15% -
10% -
5% -
0% - [ ]

peptide BRAF 25

Figure 24 Pourcentage de patients avec auto-anticorps anti-p25

Nous avons donc montré que B-Raf est un auto-antigene de la PR. Le peptide
p25 est spécifique des PR avec et sans anticorps anti-CCP.

Ces résultats sont d’autant plus intéressants que tres peu d’équipes ont
travaillé sur ces auto-anticorps dans le diagnostic des PR sans ACPA. En utilisant
des librairies d’ADN complémentaires extraits de la synoviale de PR, Somers a
mis en évidence 5 nouveaux auto-antigenes associés aux PR sans ACPA : 2
ribonucléoprotéines (ribosomal protein 21 et 40S ribosomal protein), la
vacuolar protein sorting 24, la mitotine (réle dans l'initiation de la réplication
de I’ADN), la sélénoprotéine (homostasie du selium). Ces auto-anticorps dirigés
contre des protéines ont été testés sur 92 PR (dont 44 n’ont pas d’ACPA) et 121
contrdles. Ces auto-anticorps ont une sensibilité de 5 a 13% dans I'ensemble
des 92 PR et sont mis en évidence uniquement chez les PR. Cependant ils sont
aussi positifs pour les PR avec ACPA. Leur sensibilité est donc faible et leur
spécificité pour les PR sans ACPA reste a valider (Somers et al., 2011b).
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b) Role fonctionnel des auto-anticorps anti-B-Raf

Les anticorps dirigés contre une enzyme peuvent modifier I'activité de cette
enzyme. Par exemple, les auto-anticorps anti-PAD4 inhibent |'activité de
citrullination de cette enzyme (Auger et al., 2010). Pour connaitre le roéle
fonctionnel des auto-anticorps anti-B-Raf, nous avons réalisé des tests de
phosphorylation de MEK1 en présence des auto-anticorps anti-B-Raf purifiés.

Nous avons observé in vitro que la phosphorylation de MEK1 est augmentée en
présence des auto-anticorps anti-B-Raf. Cette observation souléve plusieurs
guestions :

1/ Comment les auto-anticorps anti-B-Raf peuvent-ils interagir avec B-Raf ? B-
Raf est une protéine intra-cellulaire. Elle peut se retrouver a I'extérieur de la
cellule car dans la PR il y a des phénomeénes de mort cellulaire ou de nécrose
qui liberent le contenu intra-cellulaire. Les auto-anticorps anti-B-Raf dans le
sérum des patients PR peuvent ainsi se lier a B-Raf.

2/ Comment expliquer que les auto-anticorps anti-B-Raf augmentent I'activité
de B-Raf? Les auto-anticorps anti-B-Raf se fixent sur le site catalytique de B-Raf.
La fixation des auto-anticorps anti-B-Raf maintiendrait B-Raf dans une
conformation favorable a la phosphorylation de son substrat. Ces hypotheses
doivent étre confirmées in vivo.

3/ Quelles sont les conséquences de I'activation de B-Raf dans la PR? Les auto-
anticorps anti-B-Raf pourraient activer la voie des MAP-kinases en augmentant
I’activité de B-Raf. Or la voie des MAP-kinases est impliquée dans la PR. En effet
la voie des MAP-kinases intervient dans la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-let IL-6) qui ont un role dans l'inflammation
articulaire.

c) Mutations de BRAF dans la synoviale de PR

Un travail réalisé sur 9 patients PR a mis en évidence des mutations de BRAF
dans les fibroblastes synoviaux chez 3 patients. Pour 2 patients, il s’agit de la
mutation activatrice V60OR. Pour un patient, il s’agit d’'une délétion partielle du
domaine N-terminal auto-inhibiteur de B-Raf. Ces mutations, associées a une
sur-activation de B-Raf, expliqueraient la prolifération des fibroblastes qui
détruit le cartilage articulaire et I'os sous-chondral dans la PR.

La prolifération de ces fibroblastes est inhibée par la présence de petits ARN
interférents spécifiques des formes mutées de BRAF (Weisbart et al., 2010).
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Ce travail montre que comme dans le mélanome ou B-Raf favoriserait la
prolifération des mélanocytes, B-Raf interviendrait aussi dans la prolifération
des synoviocytes dans la PR.

Ces mutations sont-elles a l'origine de la présence des auto-anticorps anti-B-
Raf ? Actuellement nous recherchons la présence de mutations de BRAF dans
les PBMC et le tissu synovial des patients PR qui ont des auto-anticorps anti-B-
Raf.

d) Existe-il un lien entre PR et mélanome ?

Le mélanome et la PR sont 2 pathologies cliniqguement distinctes, de pronostic
bien différent. Cependant, elles ont en commun la présence de mutations de
BRAF, et la présence d’auto-anticorps anti-B-Raf.

Il'y a aurait un risque augmenté de mélanome au cours des PR traitées par anti-
TNFo.. Dans la PR, le risque de cancer et en particulier celui de la peau est
augmenté par rapport a la population générale. L’incidence des tumeurs
malignes dans la PR varie entre 3,8 et 9,3/1000 selon les études.

Qu’en est-il du risque de mélanome en particulier ? Trois cohortes suédoises
concernant plus de 60 000 PR suivies entre 1990 et 2003 ont analysé le risque
de mélanome dans la PR, tout traitement confondu. Le risque de mélanome ne
semble pas augmenté contrairement aux tumeurs cutanées non mélaniques
(ratio standardisé d’incidence SIR=1,19, et SIR=1,66)(Askling et al., 2005). Deux
études prospectives montrent un risque relatif augmenté de mélanome au
cours des traitements par anti-TNFa (SIR=2,3 et 1,7) (Mariette et al., 2011). |l
est difficile de dire si le sur-risque de mélanome est lié au traitement de la PR
ou a la maladie.
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3. Recherche de nouveaux auto-anticorps dans les PR
débutantes

La PR est responsable de destructions articulaires qui peuvent apparaitre des
les premiers mois de la maladie. Actuellement, il existe des traitements
efficaces de la PR. Il est donc nécessaire de faire un diagnostic précoce afin de
débuter un traitement dans les 3 mois.

Les ACPA sont positifs dans environ 70% des PR. Pour les PR débutantes, le taux
d’ACPA selon les études est un peu plus faible (entre 50 et 68%). L'objectif de
ce travail était d’identifier de nouveaux auto-anticorps associés aux PR
débutantes.

Nous avons analysé des PR de moins de 12 mois d’évolution répondant aux
criteres ACR 2010. Nous avons comparé les auto-anticorps de 20 PR
débutantes, 19 PR de plus de 5 ans d’évolution et 23 controles.

a) Quatre nouveaux auto-anticorps spécifiques des PR
débutantes

En utilisant des puces a protéines contenant 8000 protéines humaines nous
avons identifié 24 protéines reconnues par 30 a 60% des PR débutantes et
moins de moins de 10% des contrdles. Ces 24 protéines ont été testées sur 68
PR débutantes (46 PR suivies a Marseille et 22 PR suivies a Besangon), 40 PR de
plus de 5 ans d’évolution et 141 controles. Nous avons ainsi validées 4
protéines reconnues par 18% a 41% des PR débutantes et moins de 5% des
controbles et des PR de plus de 5 ans d’évolution (tableau 10).

La détection des auto-anticorps dirigés contre ces 4 protéines dans le
diagnostic de la PR a donné lieu au dépo6t d’un brevet en 2011 (EP 11305584.2.
« Method for the diagnosis of early rheumatoid arthritis »).
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PR débutantes PR plusde 5 Total des p Vs
ans contréles groupes
controles
GABARAPL2 18 0 2 P<10™
ZNF706 25 5 1 P<10”
TPM?2 32 2,5 3 p<10”’
WIBG 41 5 0 p<10”’

Tableau 10 Pourcentage de sérum contenant des auto-anticorps dirigés contre les 4 protéines

Nous avons a I’heure actuelle peu d’information sur ces protéines. Elles sont
localisées dans le noyau cellulaire pour la plupart et plusieurs interviennent
dans la transcription de ’ADN.

GABARAPL2 (GABA(A) receptor associated protein like 2) est impliquée dans
I’autophagie, processus par lequel des protéines sont capturées par des
vésicules, acheminées vers les lysosomes pour y étre dégradées.

ZNF706 (zinc finger protein 706) est une protéine qui se fixe sur I’ADN.

TPM2 (tropomyosin 2) est une protéine localisée dans les filaments d’actine,
qui intervient dans la contraction musculaire.

WIBG (within BGCN homolog (Drosophila)) aussi appelée PYM est une
ribonucleoprotéine associée aux EJC (exon jonction complexes)

WIBG intervient dans la dégradation des ARNm. La dégradation des ARNm non-
sens est un mécanisme de contréle qualité des ARN messagers chez les
eucaryotes. Il vise a éliminer les ARNm qui comportent un codon stop
prématuré, résultant soit d'une erreur de transcription, soit d'une mutation,
soit encore d'une erreur d'épissage. Ceci permet d'éviter la production de
protéines tronquées ou mutantes. Ce mécanisme a lieu dans le cytoplasme des
eucaryotes.

WIBG se lie au complexe EJC par son extrémité N-terminale. Ce complexe,
constitué d’'une douzaine de protéines, accompagne les ARNm dans leur
transport vers le cytoplasme. Durant ce transport, I'EJC communique avec
diverses machineries cellulaires impliquées dans le transport nucléo-
cytoplasmique, la traduction, la localisation et le contréle qualité des ARNm. |l
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a été montré que la surexpression de WIBG géne linteraction entre le
complexe EJC et TARNm et inhibe la dégradation des ARNm non-sens. Dans les
cellules déplétées en WIBG, le complexe EJC s’accumule sur 'TARMm (Gehring
et al., 2009).

L'implication de WIBG en pathologie humaine a été trés peu décrite. WIBG a
été incriminé dans le sarcome de Kaposi qui est une tumeur cutanée induite
par le virus de HHV. In vitro, WIBG augmente la transcription des ARMm viraux
défectueux sans intron (Boyne et al., 2010).

Il apparait que WIBG est la protéine la plus intéressante car elle est la plus
spécifique des PR débutantes. Les auto-anticorps anti-WIGB sont les plus
sensibles et trés spécifiques des PR débutantes : 41% des PR débutantes ont
des anti-WIBG, vs 5% des PR de plus de 5 ans d’évolution, et 0% des contrdles.

De plus WIBG est reconnue a la fois par les PR avec et sans anticorps anti-CCP.
WIBG identifie 30% des PR sans anticorps anti-CCP vs 45% des PR avec
anticorps anti-CCP. Il faut cependant noter que dans nos PR débutantes le taux
d’ACPA est trés élevé (76%) donc I'effectif des PR débutantes sans ACPA est
faible ce qui limite I'interprétation des résultats (tableau 11).

Ces 4 protéines pourraient étre utilisées dans le diagnostic de PR débutantes
car 60% des sérums reconnaissent au moins une de ces protéines. Ces
protéines sont tres spécifiques des PR débutantes, elles sont présentes chez 0 a
5% des PR de plus de 5 ans d’évolution.

Nous avons donc mis en évidence des auto-anticorps qui seraient spécifiques
de la phase de début de la maladie. Ces auto-anticorps pourraient étre un outil
diagnostique pour des PR débutantes dont les symptémes sont souvent
discrets.
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PR DEBUTANTES (68) PR > 5 ans (40)

AGE moyen (ans) 51 57
ACPA+

76% 85%
FR+ 91% 81%

GENOTYPE HLA-DR

O EP 40% 27,5%
1EP 47% 42,5%
2 EP 13% 30%
TRAITEMENT
DMARDs SEUL 34% 50% (dont 42% mtx)
anti-TNFo 3% 47%

Tableau 11 Caractéristiques des PR débutantes et des PR de plus de 5 ans d’évolution

Peu d’équipes ont travaillé dans le domaine des auto-anticorps spécifiques de
PR débutantes.

Somers a identifié 11 auto-anticorps spécifiques des PR débutantes (sensibilité
de 2-13% et spécificité de 100%). Parmi ces auto-antigenes, 6 n’étaient pas
connus jusque la: HLA-DQ, HLA-A, Fat mass and Obesity protein, Myosin Light
Chain 6, Talin, Chromosome 1 Clon (Somers et al., 2011a).

L’équipe de Goéb a travaillé sur 110 PR débutantes de moins de 6 mois
d’évolution, non traitées. lls ont identifié 6 auto-antigenes par gel bi-
dimensionnel et séquencage:

- des enzymes impliquées dans la glycolyse : I'aldolase, I'alpha-enolase, la
phosphoglycerate kinase 1 (PGK1)

- des molécules chaperonnes A2/B1, la calreticuline, heat shock protein
(HSP60), BiP, la phophoprotéine stress-induced 1

- des ribonucleoprotéines:
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- les FUSE-P (far upstream element-binding protein P) 1 et 2 qui sont des
proto-oncogenes.

Plusieurs de ces auto-antigenes sont citrullinés : I'aldolase, I'alpha-enolase, la
PGK1, la calreticuline, HSP60 et les FUSE-BP (Goéb et al., 2009).

b) Diminution des 4 auto-anticorps en fonction de I’évolution de
la PR

Les auto-anticorps anti-WIBG sont présents chez 41% des PR débutantes, 12%
des PR entre 1 et 5 ans d’évolution, et 5% des PR de plus de 5 ans d’évolution.
Comment expliquer cette différence entre les groupes de PR ?

Soit ces auto-anticorps sont spécifiguement produits a la phase de début de Ia
maladie, dans un contexte d’inflammation tres aigué caractérisant le début de
la maladie.

Soit la diminution de ces auto-anticorps est liée aux traitements de la PR. En
effet les PR débutantes sont beaucoup moins traitées que les PR “plus
anciennes”’. Les PR débutantes recoivent dans 34% des cas un DMARD seul, et
dans 3% des cas une biothérapie. Les PR de plus de 5 ans d’évolution regoivent
pour 50% un DMARD seul et dans 50% des cas une biothérapie.

Dans la PR, le taux d’anticorps anti-CCP et surtout du FR peuvent étre diminués
au cours de certains traitements, parallélement avec I'amélioration clinique du
patient. Le FR diminue sous methotrexate et anti-TNFo (Alarcén et al., 1990;
Bobbio-Pallavicini et al., 2004). La diminution des anticorps anti-CCP est moins
consensuelle. Elle concerne surtout les PR débutantes (Bobbio-Pallavicini et al.,
2004).

Pour savoir si la diminution des auto-anticorps observée est liée a I'évolution
naturelle de la maladie ou aux traitements instaurés, il faudrait disposer de
sérum de patients PR non traités, de plus de 1 an d’évolution. Ceci est difficile a
réaliser en Europe ou les patients ont un diagnostic en moyenne au bout de 6
mois d’évolution (Machold et al., 2002) et ou il est conseillé de débuter un
traitement dans les 3 mois d’évolution.

Enfin, le taux plus élevé d’auto-anticorps dans le groupe des PR débutantes
peut s’expliquer par des caractéristiques intrinseques de cette population. Il
s’agit de PR atypiques. En effet le mode de sélection des PR débutantes est
particulier. Les symptémes sont souvent plus discrets au début de la maladie.
Dans les criteres ACR 2010 on va accorder un poids plus important a la biologie
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notamment a la présence des ACPA puisque ces PR ont des arthrites
cliniguement peu séveres. Les PR anciennes ont souvent un tableau clinique
plus classique avec des signes radiologiques typiques. Ceci reflete des données
de la littérature selon lesquelles dans 2/3 des PR, les signes cliniques sont
progressifs (Machold et al., 2002).

Au total, pour savoir si ces auto-anticorps sont spécifiques de PR débutantes,
ou sont seulement le reflet d’'un profil particulier, il faut étudier I’évolution de
ces auto-anticorps dans le groupe des PR débutantes au bout de 5 ans. Nous
suivons le profil de ces auto-anticorps chez ces patients actuellement.
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Conclusions et perspectives

Dans la PR il y a 2 éléments critiques : le génotype HLA-DR et les ACPA. Les
alleles HLA-DR de prédisposition a la PR représentent le facteur génétique le
plus important dans la PR. Les ACPA sont les auto-anticorps les plus spécifiques
de la PR.

L'influence du génotype HLA-DR dans la production d’ACPA est mal expliquée.
Dans notre premier travail nous avons confirmé que dans notre population
marseillaise les alleles HLA-DR contribuent a la production d’ACPA, et nous
avons montré que l'allele HLA-DRB1*04:04 est l'allele le plus associé a la
production d’ACPA.

Le diagnostic de la PR reste difficile a poser dans 2 situations: la PR sans ACPA
et la PR débutante.

Nous avons travaillé sur un nouvel auto-antigene de la PR identifié dans notre
laboratoire : le domaine catalytique de B-Raf. Nous avons montré que le
peptide p25 de B-Raf est spécifique de la PR et qu’il identifie 30% des PR sans
ACPA. Nous avons montré que les auto-anticorps anti-B-Raf activent B-Raf. Les
mutations de BRAF sont tres fréquentes en cancérologie, notamment dans le
mélanome. Nous allons maintenant rechercher les mutations de BRAF chez les
patients qui ont des auto-anticorps anti-B-Raf.

Nous avons ensuite identifié 4 protéines spécifiques de PR débutantes, dont la
protéine WIGB. La combinaison de ces 4 auto-antigenes identifie 60% des PR
débutantes. Plusieurs travaux complémentaires sont en cours :

- La présence de ces auto-anticorps dans le sang des PR récentes va étre
monitorée pendant 5 ans.

- Nous allons étudier la présence de ces auto-anticorps dans une
population plus importante de PR sans ACPA.

- Nous devons aussi préciser la cible épitopique de ces nouvelles protéines
afin de pouvoir les utiliser dans le diagnostic des PR débutantes.

Voila la proposition de démarche diagnostique pour une PR débutante que
nous avons établi grace aux nouveaux outils diagnostics identifiés.
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HLA-DRB1%0404 is strongly associated with high titers
of anti-cyclic citrullinated peptide antibodies in
rheumatoid arthritis
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Abstract
Objective
To test whether the presence of RA associated HLA-DRBI1*0101, HLA-DRBI1*0401 and HLA-DRB1*0404 alleles
individually influences anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (anti-CCP) production.

Methods
The frequency of anti-CCP antibodies was calculated in the sera of 260 RA patients expressing either two (double dose
genotypes SE+/SE+), one (single dose genotypes SE+/SE-) or no RA associated HLA-DR alleles (SE-/SE-). Anti-CCP
antibodies titers were also determined.

Results
RA associated HLA-DR alleles are not mandatory for production of anti-CCP. We found that 68% of SE-/SE- patients were
anti-CCP positive. There was no significant difference in anti-CCP between SE negative patient (SE-/SE-) and patients
expressing at least one SE (SE+/SE+ and SE+/SE-) (p=0.140). We observed no statistical difference in anti-CCP between
RA patients expressing one or two SE (82% vs. 77%, p=0.577). Among SE+/SE-patients, HLA-DRBI1*0404 was
associated with anti-CCP with a statistically significant difference compared with SE negative patients (90% anti-CCP
positive, p=0.02). HLA-DRB1*0404 was also associated with high titers of anti CCP with a statistically significant
difference compared with HLA-DRBI1*0401 and HLA-DRBI1*0101 patients (p=0.025).

Conclusions
The RA-associated HLA-DRB1%0404 allele was the most strongly associated with the presence of anti-CCP in RA sera.
Moreover, HLA-DRB1*#0404 patients had higher titers of anti CCP than patients with other RA associated HLA-DR alleles.
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Rheumatoid arthritis, HLA-DRB1*0404, anti-CCP.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chron-
ic inflammatory joint disease with a
prevalence of 0.5% worldwide. The
etiology of RA is unknown, however
a genetic predisposition to RA is well
established (1). HLA-DR genes are the
strongest genetic component in RA (2).
HLA-DR alleles whose B1 chain con-
tains the “shared epitope” (SE), a con-
served 5 amino acid motif, carry sus-
ceptibility to develop RA. This motif is
(according to the one letter amino acid
code) QKRAA/ QRRAA/ RRRAA.
RA associated HLA-DR alleles in-
clude HLA-DRB1*0401, DRB1*0404,
DRB1*0405, DRB1*¥0408, and HLA-
DR1 (3). These alleles are not equally
associated with risk to develop RA. In-
deed, HLA-DR genotypes containing
two susceptibility alleles (SE+/SE+)
confer a higher risk than genotypes
containing only one susceptibility al-
lele (SE+/SE-) which confer a higher
risk than DR genotypes containing no
susceptibility allele (SE-/SE-) (4). The
maximal risk to develop RA is observed
in individuals expressing both HLA-
DRB1*0401 and HLA-DRB1*0404
(5). However, how these HLA-DRB1
alleles influence the development of
RA is unknown.

In this study, we focused on HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1*0404 and
HLA-DRB1*0101. Because these al-
leles are associated with different risks
to develop RA, we supposed that they
act by different mechanisms, helping
autoantigen processing or autoantibody
production. Among the various autoan-
tibodies known in RA, autoantibodies
to citrullinated proteins (ACPA) are
highly specific (6). ACPA recognize
citrullin (a posttranslationally modified
form of arginin) on different proteins
like filaggrin, vimentin or fibrin (7, 8).
ACPAs are detected by a commercial
enzyme-linked immunoabsorbent assay
containing a synthetic cyclic citrullinat-
ed peptide (anti-CCP) (9). Recent stud-
ies have described the association of SE
positive alleles with anti-CCP produc-
tion in different populations of patients
with RA (10- 14). Among RA associ-
ated alleles, the strongest association
was observed with HLA-DR4 and the
lowest was with HLA-DR1 (15, 16).
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To evaluate the influence of HLA-
DRB1*0401, HLA-DRBI1*0404 and
HLA-DRB1*0101 on anti-CCP pro-
duction, we quantified anti-CCP in RA
patients from Southern France express-
ing either two, one or no RA associated
HLA-DR alleles. Our most striking find-
ing is that HLA-DRB1*0404 is strongly
associated with anti-CCP in RA.

Methods

Patients and controls

We studied 260 patients with RA from
the rheumatology unit at La Concep-
tion Hospital in Marseille (mean age
55.1 years, mean disease duration 11.5
years, 78% female, 91% receiving dis-
ease modifying anti rheumatic drugs
(DMARDSs) and 64% anti-TNF-a). All
RA patients fulfilled the American Col-
lege of Rheumatology 1987 revised cri-
teria (17). The control groups were com-
posed of 126 patients with other type of
arthritides: 53 patients with spondy-
larthropathy (AS) from the rheumatol-
ogy unit at La Conception Hospital in
Marseille, 73 patients with systemic
sclerosis (SSc) (from a national cohort
elaborated in collaboration with Hospi-
tal Cochin, Saint Antoine, Saint Louis,
Paris, Hospital Claude Huriez, Lille and
Hospital La Conception, Marseille) and
56 healthy controls. Healthy controls
were recruited among laboratory staff
volunteers and volunteer bone marrow
donors after health evaluation to discard
autoimmune pathologies. All partici-
pants had given informed consent.

HLA-DRBI typing

HLA-DR typing was performed by
PCR/sequence specific oligonucleotide
analysis (18). The following alleles
were classified as SE positive: HLA-
DRB1*0101, HLA-DRB1*0102, HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1*0404, HLA-
DRB1*0405, HLA-DRB1*0408 and
HLA-DRB1*1001. In our cohort, 25%
of RA patients expressed two SE (SE+/
SE+), 54% carried one SE (SE+/SE-)
and 20% were SE negative (SE-/SE-).

Anti-CCP2 antibodies

Anti-cyclic citrullinated peptide IgG
antibodies were detected by a second-
generation ELISA (Immunoscan RA
Mark 2, Eurodiagnostica, Sweden). All
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Table I. Distribution of shared epitope and anti-CCP positivity in RA patients and  the assays were performed in dupli-
controls*. cate. A test result above 25 U/ml was
considered positive. A test result above

RA patients Spondylarthropathy Systemic sclerosis Healthy controls . R .
Number (%) Number (%) Number (%) Number (%) 200 U/ml was considered as a hlgh titer
of anti-CCP (10).
SE+/SE+ 54/66 (82) 1/3 (33) 0/0 0/0
SE+/SE- 109/141 (77) 0/12 1715 (7) 0/18 Statistical analysis
SE-/SE- 36/53 (68) 138 (3) 3/58 (5) 0/38 Chi-square test, Fisher exact test were
Total 199/260 (77) 2153 (4) 473 (5) 0/56 used to compare anti-CCP status be-
tween genotypic groups. Kruskal-Wal-
*anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide; RA: rheumatoid arthritis; SE: shared epitope. lis test was used to compare the me-

dians of anti-CCP titers from the dif-
ferent groups of patients. p<0.05 was
considered significant.

Table II. Frequency of RA patients whose sera were positive for anti-CCP by number of

SE*. Results
ensitivity and specificity of anti-CCP
Number  Anti-CCP>25 U/ml p versus S Zy P ﬁ ty f
of patients Number (%) SE-/SE- group in RA patients ) )
The sera of 260 patients with rheuma-
SE+/SE+ 66 54 (82) 0.124 toid arthritis (RA), 73 patients with
HLA-DRB1%0401/ HLA-DRB1¥0404 2 19 (86) 0.175 systemic sclerosis (SSc), 53 patients
HLA-DRB1*#0101/ HLA-DRB1*#0401 13 10 (77) 0.767 with Spondylarthropathy (AS) and 56
HLA-DRB1#0101/ HLA-DRB1#0101 8 6 (75) 0.995
HLA-DRB %0404/ HLA-DRB1%0404 4 3 (75) 0.792 healthy ContrOIS_ were teS&?d f(?r the
HLA-DRB1#0401/ HLA-DRB1%0401 5 3 (60) 0.891 presence of anti-CCP2 antibodies. A
HLA-DRB1#0101/ HLA-DRB1#0404 3 3 (100) - test result above 25 U/ml was consid-
other SE+/SE+ 11 10 O1) 0.240 ered positive (Table I). The percentage
SE+/SE- 141 109 (77) 0.248 of patients whose sera were positive
HLA-DRB1*0404/SE- 41 37 (90) 0.028 for anti-CCP was calculated in groups
HLA-DRB1%0401/SE- 50 36 (72) 0814 of patients expressing either two SE
HLA-DRB1*0101/SE- 50 36 (72) 0.814 (SE+/SE+), one SE (SE+/SE-) or no
SE-/SE- 53 36 (68) RA associated allele (SE-/SE-).
Total 260 199 (77) We found that 77% of RA patients were

*anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide; RA: rheumatoid arthritis; SE: shared epitope. positive for anti-CCP. Among control

$ p=0.056 versus HLA-DRB1%0401/SE- group and HLA-DRB1*0101/SE- group. groups, 5% of SSc patients, 4% of AS
patients and 0% of healthy controls

were positive. Thus, in our RA popu-
lation, anti-CCP have a sensitivity of
Table I1I. Frequency of RA patients whose sera were positive for high titer of anti-CCP*. ~ 77% and specificity of 97%.

O?”ﬁiifts Amiﬁclfnﬁf??y ;”ml LA HLA-DRBI%0404 is associated with
b _/SE-

P £roup anti-CCP antibodies

SE+/SE+ 66 36 (55) 0.999 To evaluate the influence of RA associ-
HLA-DRB1¥0401/ HLA-DRB1+0404 2 13 (59) 0.809 ated HLA-DR alleles on anti-CCP pro-
HLA-DRB1%0101/ HLA-DRB1%0401 13 8 (62) 0.799 duction, we compared the frequency of
HUADREI-0404/ HLADRBI 040 4 > (50 0655 ani CCP positive sera among groups

- 1 - # . . . .

HLA-DRB1%0401/ HLA-DRB1%0401 5 3 (60) 0872 of patients expressing either two (SE+/
HLA-DRB1%0101/ HLA-DRB1#0404 3 1 (33) 0.949 SE+), one (SE+/SE-) or no RA associat-
other SE+/SE+ 11 6 (54) 0.819 ed HLA-DR alleles (SE-/SE-) (Table II).

SE+/SE- 141 67 (48) 0618 We found that RA associated HLA-DR
HLA-DRE1*0404/SE- 41 27 (66) 0289 ¢ alleles are not mandatory for produc-
HLA-DRB1*0401/SE- 50 20 (40) 0268 tion of anti-CCP. Indeed 68% of SE-
HLA-DRB1*0101/SE- 50 20 (40) 0.268 /SE- patients had anti-CCP. There was

SE-/SE- 53 28 (53) no significant difference in anti-CCP

Total 260 131 (50) between SE negative patient (SE-/SE-)

. 1 e o RAe A arthritis: SE- shared and patients expressing at least one SE
*anti- : anti-cyclic citrullinated peptide; RA: rheumatoid arthritis; SE: shared epitope. B -

$p=0.025 versus HLA-DRB1*0401/SE- group and HLA-DRB1*0101/SE- group. (SE+/SE+ and SE+/SE-) (p=0.140 ]_Dy
Chi square test). We observed no statis-
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Fig. 1. Anti-CCP titers in 260 RA patients. Serum samples with a test result above 25 U/ml were
considered positive. Horizontal bars indicate median titers of anti CCP antibodies for each group: 660,
362, 227, 115 and 87 U/ml respectively. HLA-DRB1#0404 is associated with a significantly higher
median of anti CCP using a Kruskal Wallis test (p=0.017).

tical difference between RA patients ex-
pressing one or two SE (82% vs. 77%,
p=0.577 by Chi square test). Among
SE+/SE+ patients, there was only a
trend towards association between anti-
CCP and the HLA-DRB1*0401/HLA-
DRB1%#0404 genotype (86% anti-CCP
positive, p=0.175 by Chi square test).
Among SE+/SE- patients, we found that
HLA-DRB1#0404 was associated with
anti-CCP with a statistically significant
difference compared with SE-/SE- pa-
tients (90% anti-CCP positive, p=0.02
by Chi square test).

HLA-DRBI1*0404 is associated with
higher titers of anti-CCP

To assess whether anti-CCP titers cor-
related with presence of particular SE
alleles, we made a quantitative analy-
sis of anti-CCP. A test result above 200
U/ml was considered as a high titer of
anti-CCP (Table III).

We observed that 55% of SE+/SE+
patients, 48% of SE+/SE- patients and
53% of SE-/SE- patients were high anti-
CCP positive. Among SE+/SE- patients,
we found that HLA-DRB1%0404 was
associated with high titers of anti-CCP
with a statistically significant difference
compared with HLA-DRB1#0401 and
HLA-DRB1*#0101 patients (p=0.025
by Chi square test). HLA-DRB1*%0404
was also associated with the highest
median titers of anti-CCP and this result
is significant using a Kruskal Wallis test
(p=0.017) (Fig. 1).

Discussion

Most patients with RA express par-
ticular HLA-DR alleles whose DRB1
chains share a highly conserved ami-
no acid motif called shared epitope
(SE). HLA-DRB1*0404 and HLA-
DRB1#0401 confer high risk while oth-
ers like HLA-DRB1#0101 carry lower
risks of RA (19). Moreover, a dose ef-
fect has been observed in SE positive
HLA-DRBI1 genotypes. In particular,
individuals expressing both HLA-
DRB1#0401 and HLA-DRBI1*0404
are exposed to maximal risk to develop
RA. This synergic effect is still unex-
plained and respective contribution of
each allele to the pathogenesis of RA
is not understood. In addition, RA as-
sociated alleles are not associated with
the same degree of disease severity.
Several studies have shown an asso-
ciation between HLA-DR4 alleles and
extra-articular disease manifestations
(20). In particular, HLA-DRB1*#0401
predisposes to more severe disease
(21). These data suggest that RA asso-
ciated HLA-DR alleles can contribute
to the development of RA by different
mechanisms.

RA sera contain a family of autoanti-
bodies directed against various citrulli-
nated proteins. They can be detected by
anti-CCP assay. Anti-CCP are highly
specific for RA and are reported to be
a good predictor for the development
of RA. In this work, we studied the as-
sociation between anti-CCP production
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and HLA-DRB1*0101, 0401 and 0404
in single or double dose genotypes. To
that, we quantified anti-CCP in sera of
RA patients from Southern France ex-
pressing different HLA-DRB1 geno-
types.

We found that the presence of RA as-
sociated HLA-DR alleles is not man-
datory for production of anti-CCP. In a
previous study, we observed a similar
result when we compared the frequency
of sera positive for anti-citrullinated fi-
brinogen (AFIBA) among the groups of
patients expressing two, one or no RA
associated HLA-DR alleles. Fifty five
percent of the SE negative patients had
antibodies to citrullinated fibrinogen
(22).

We could find a higher percentage of
anti-CCP in patients expressing at least
one SE allele compared to SE negative
patients, but the difference was not sta-
tistically significant (79%, p=0.140).
This is different from the Leiden early
arthritis cohort in which anti-CCP were
positive in 61% of patients expressing
at least one SE allele compared to 36%
of SE negative patients (10). In the
North American RA consortium, SE al-
leles are also strongly associated with
anti-CCP (11). The relatively small
sample available could explain this
discrepancy.

In addition, we expected higher anti-
CCP positivity in patients expressing
two SE alleles compared to patients ex-
pressing one SE allele. The association
of two SE alleles with anti-CCP posi-
tivity has been described in the Leiden
early arthritis cohort (by comparing
with the healthy control group without
SE as the referent) (13). In our cohort, a
similar percent of RA patients express-
ing either two or one SE were anti-CCP
positive. Moreover, there was no differ-
ence in anti-CCP titer between patients
expressing two or one SE alleles. The
same result was observed in the Leiden
early arthritis cohort. Patients carrying
two SE alleles did not have a signifi-
cantly higher anti-CCP titer compared
with patients carrying one SE allele
(10).

Among single dose SE patients, we
tested whether anti-CCP antibodies
were associated with a particular HLA-
DR allele. We observed that HLA-
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DRB1*0404 was strongly associ-
ated with anti-CCP production in RA.
Moreover, HLA-DRB1*0404 was also
associated with high titers of anti-CCP
(the highest median anti-CCP titer and
the most important percentage of sera
with anti-CCP above 200 U/ml). These
data are consistent with studies which
revealed a highly significant associa-
tion between anti-CCP and HLA-DR4
(15). HLA-DRB1*#0401 is associated
with anti-CCP in Northern European
and Portuguese populations (12, 15,
16, 23). This is the first description of
association between HLA-DRB1*0404
and anti-CCP production in RA.

How HLA-DRB1%*0404 can contribute
to the production of anti-CCP antibod-
ies remains to be explained. We re-
cently observed that HLA-DRB1*0404
is also associated with anti-citrulli-
nated fibrinogen in RA sera. Indeed,
83% of RA patients expressing HLA-
DRB1#0404 have autoantibodies to
citrullinated fibrinogen (22). More-
over, by screening synovial proteins
with sera of RA patients homozygous
for HLA-DR alleles, we observed that
sera of RA patients homozygous for
HLA-DRB1*0404 recognized a 100
kD synovial protein identified as calp-
astatin, the natural inhibitor of calpains
(proteases involved in cartilage de-
struction). Indeed, 50% of RA patients
expressing HLA-DRB1#%0404 have
autoantibodies to synovial calpastatin
(24).

Our data support the idea that HLA-
DRB1*0404 carries an original func-
tion allowing its association with many
autoantibody responses in RA.
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Abstract

inflammatory cytokines.

control antibody.

autoantibodies activate BRAF kinase activity.

Introduction: BRAF (v raf murine sarcoma viral oncogene homologue B1) is a serine-threonine kinase involved in
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signalling pathway, known to be implicated in the production of pro-

We have observed that sera from rheumatoid arthritis (RA) patients recognize the BRAF's catalytic domain, which
encompasses amino acids 416 to 766. Here, we identify peptide targets of anti-BRAF autoantibodies and test
whether anti-BRAF autoantibodies may interfere with BRAF kinase activity.

Methods: Anti-BRAF autoantibodies were detected by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) in the serum of
RA patients and controls, using 40 overlapping 20mer peptides encompassing the catalytic domain of BRAF as
immunosorbents. To test whether autoantibodies to BRAF influence BRAF kinase activity, we developed an in vitro
phosphorylation assay of MEK1 (mitogen extracellular regulated kinase), a major BRAF substrate. MEK]
phosphorylation by BRAF was tested in the presence of purified anti-BRAF autoantibodies from RA patients or

Results: We found that one BRAF peptide, P25 (656 to 675), is specifically recognized by autoantibodies from RA
patients. Of interest, anti-P25 autoantibodies are detected in 21% of anti-CCP (cyclic citrullinated peptides) negative
RA patients. Anti-BRAF autoantibodies activate the in vitro phosphorylation of MEKT mediated by BRAF.

Conclusions: Anti-BRAF autoantibodies from RA patients preferentially recognize one BRAF peptide: P25.
Autoantibody responses to P25 are detected in 21% of anti-CCP negative RA patients. Most anti-BRAF

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory
joint disease with a prevalence of 0.5% worldwide [1].
The mechanisms leading to RA are unknown. The sera
of RA patients contain many autoantibodies. The most
characteristic are directed at citrullinated proteins
(ACPA) [2]. ACPA recognize citrulline (a posttransla-
tionally modified form of arginin) containing epitopes
on various proteins, such as filaggrin, vimentin, and
fibrinogen [3-6]. ACPAs can be detected by commer-
cially available enzyme-linked immunoabsorbent assays
using synthetic cyclic citrullinated peptides (CCP). Anti-
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CCP antibodies are detected in 60% of RA patients.
Non-citrullinated proteins can also be the target of
autoantibodies in RA [7,8].

By screening protein arrays, we found that BRAF
(v raf murine sarcoma viral oncogene homologue B1) is
a major non-itrullinated autoantigen recognized by 35%
of RA patients’ sera [8]. BRAF encodes a 766 amino
acid serine-threonine kinase that contains a Raf-like
Ras-binding domain (RBD encompassing amino acids
156 to 227), a protein kinase C-conserved region 1
domain (C1, amino acids 235 to 280) and a serine
threonine protein kinase catalytic domain (amino acids
456 to 712) [9]. BRAF is involved in the mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK) signalling pathway, which
regulates cell growth [10]. This pathway is also impli-
cated in the production of proinflammatory cytokines

© 2010 Charpin et al.; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http:/creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
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leading to joint inflammation and destruction [11]. Acti-
vation of BRAF leads to activation of MEK1 and/or
MEK2. These kinases are the major substrates of BRAF
in mammalian cells [12].

We have observed that sera from RA patients recog-
nize the BRAF’s catalytic domain which encompasses
amino acids 416 to 766. To identify peptide targets of
anti-BRAF autoantibodies, we used 40 overlapping 20
mers encompassing the entire catalytic domain of BRAF
to analyze RA sera. We found that one BRAF peptide,
P25 (656 to 675), is specifically recognized by autoanti-
bodies from RA patients. Of interest, anti-P25 autoanti-
bodies are detected in 21% of anti-CCP negative RA
patients.

To test whether autoantibodies to BRAF influence
BRAF kinase activity, we developed a phosphorylation
assay with BRAF, its substrate MEK1 and purified anti-
BRAF autoantibodies from RA patients. We found that
anti-BRAF autoantibodies activate the in vitro phosphor-
ylation of MEK1 mediated by BRAF.

Materials and methods

RA patients

A total of 180 RA patients were chosen from the Rheu-
matology Ward at Hospital La Conception, Marseille,
France. These patients fulfilled the 1987 American Col-
lege of Rheumatology criteria for RA [13]. In every
patient, HLA-DR genotyping and anti-CCP titration was
obtained. One hundred, five RA patients were anti-CCP
positive and 75 RA patients were anti-CCP negative.
Ethical approval was obtained for this study; all partici-
pants gave their informed consent.

Controls

Sixty-five patients with ankylosing spondylitis (AS) and
27 patients with psoriasis arthritis (PsA) from the Rheu-
matology Ward at Hospital La Conception, Marseille, 60
volunteers from the staffs of INSERM UMR 639 and the
Marseille Blood Transfusion Center were tested. Ethical
approval was obtained for this study; all participants
gave their informed consent.

Synthetic peptides
Forty 20-mer peptides, overlapping by 10 aminoacids
and encompassing residues 416 to 766 of BRAF (locus
NP_004324.1) were synthesized using the solid phase
system and purified (Neosystem, Strasbourg, France).
This segment from BRAF is polymorphic at position
599 where the usual valine residue can be replaced by a
glutamate residue, a polymorphism associated with
increased kinase activity and observed in human cancers
[14,15].

Peptides P18 and P19 contain position 598 threonine
and a position 601 serine residues which are the targets
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of phosphorylation during BRAF activation. Therefore,
we synthesized both their native and phosphorylated
forms, that is, P18 and its phosphorylated variants P35
(phosphorylated threonine 598), P36 (phosphorylated
serine 601), P37 (both phosphorylated threonine 598
and serine 601), P19 and its phosphorylated variants
P38 (phosphorylated threonine 598), P39 (phosphory-
lated serine 601) and P40 (both phosphorylated threo-
nine 598 and serine 601). Phosphorylated residues are
indicated in red in Figure 1.

Detection of autoantibodies by ELISA

Plates were coated overnight with 10 pg peptide per well
diluted in phosphate buffer saline (PBS), pH7.4. Plates
were blocked with PBS containing 5% milk. Sera diluted
to 1:100 in PBS were incubated for two hours on plates.
After washing with 0.1% Tween 20, peroxydase conju-
gated anti-human IgG (Sigma Aldrich, ST Quentin Fal-
lavier, France) was added. Optical density was read at
405 nm. Background OD was obtained by adding each
serum to a well without protein. A positive serum was
defined by an OD value more than twice background
OD [7,8,16].

Purification of autoantibodies to BRAF

Cyanogen bromide activated Sepharose 4B (Sigma
Aldrich) was washed with 1 mM HCI and incubated
with BRAF catalytic domain (amino acid 416-766,
NP_004324, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) in 0.1
M NaHCO3 and 0.5 M NaCl pH8 buffer overnight at 4°
C. Free Sepharose groups were then blocked with 0.2 M
Glycin pH8 for two hours at room temperature. Col-
umns were washed at 4°C with the following buffers: 0.1
M NaHCO3, 0.5 M NaCl (pH8), then 0.5 M
CH3COONa (pH4) buffer and finally with phosphate
buffer pH7.

We selected 20 sera from RA patients, already known
to contain autoantibodies to BRAF. Sera were incubated
with 1 pg BRAF catalytic domain immobilized on
sepharose. After washing, autoantibodies to BRAF were
eluted in PBS pH2, neutralized in 1 M Tris and
quantified.

BRAF kinase assay
BRAF dependent phosphotransferase activity was mea-
sured in a kinase reaction using inactive recombinant
MEK]1 as a BRAF substrate (BRAF kinase assay Kit, che-
miluminescence detection, Millipore Upstate Temecula,
CA, USA). Briefly, MEK1 was incubated for 30 minutes
at 30°C with 0.1 pg BRAF in working buffer in presence
of 0.1 pg purified autoantibodies to BRAF.

For each patient, we included one positive phosphory-
lation control (incubation of inactive MEK1 with BRAF
in working buffer) and one negative control (incubation
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BRAF Peptides
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higher than twice background OD (in blue).

Figure 1 Autoantibodies to BRAF recognize four linear peptides P10, P16, P25, P33. Anti-BRAF autoantibodies from the sera of 20 RA
patients were tested for binding to BRAF peptides by ELISA. After washing, peroxydase conjugated anti-human IgG was added. Optical density
was read at 405 nm. Background OD was obtained by adding each serum to a well without peptide. Positive sera were defined by OD value

of inactive MEK1 with BRAF in working buffer in pre-
sence of 0.1 pg control antibody C1). Control antibody
Cl1 is an anti-human PAD4 autoantibody purified from
RA patients’ sera by the same technique as anti-BRAF.
Proteins were then separated on 8% SDS page and
transferred onto PVDF membranes. Membranes were
blocked, incubated with anti-phospho MEK1 antibody
and revealed by chemiluminescence. Membranes were
scanned with a Gene Flash (Syngene Europe, Cam-
bridge, United Kingdom). Data were acquired with Gene
Tools software (Syngene Europe, Cambridge, United
Kingdom). Activation or inhibition of phosphorylation
was evaluated by measuring the ratio test OD/positive
control OD. A ratio of > 1 indicated activation while a
ratio of < 1 indicated inhibition. Three kinase assays
were performed separately for each patient and control.

Statistical analysis
P-values were calculated using the Chi square Test. P <
0.01 was considered significant.

Results

Autoantibodies to BRAF recognize four linear epitopes on
BRAF

To identify B cell epitopes on BRAF, we synthesized 40
overlapping 20 mer peptides encompassing the entire
catalytic domain of BRAF. We screened these 40 pep-
tides with the sera of 20 RA patients known to contain
autoantibodies to BRAF. Among the 40 peptides, 14
were recognized by at least one of the tested sera. Four
peptides, P10, P16, P25 and P33 were preferentially
recognized by the sera of RA patients. Indeed, 17 sera
recognized P10, 8 recognized P16, 15 recognized P25,
and 6 recognized P33 (Figure 1).

Peptide P25 on BRAF is specifically recognized by RA
patients

To confirm these reactivities, we tested, using ELISA,
the sera of 180 RA patients, 65 AS patients, 27 PsA
patients and 60 healthy individuals on P10, P16, P25
and P33.
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Autoantibodies to p10 and p25 were found in RA
patients more often than in controls (Figure 2). Autoanti-
bodies to P10 were more sensitive but less specific for RA
than P25. Indeed, 35% of RA patients’ sera recognized P10
versus 18% of AS patients (P = 0.01), 4% of PsA patients
(P =0.001) and 7% of healthy individuals (P = 0.00002).

Autoantibodies to P25 were very specific for RA.
Indeed, 19% of RA patients’ sera recognized P25 versus
1.5% of AS patients (P = 0.0006), 0% of PsA patients
(P = 0.01) and 0% of healthy individuals (P = 0.0003).

Autoantibodies to P16 were not commonly detected in
RA. Indeed, only 4% of RA patients’ sera recognized P16
versus 0% of AS patients, 0% of PsA patients and 0% of
healthy individuals (P = 0.008 180 RA patients versus
152 controls). Finally, autoantibodies to P33 were less
specific for RA. Indeed, 17% of RA patients, but also
14% of AS patients, 11% of PsA patients and 22% of
healthy individuals recognized P33 (P = 0.85, 180 RA
patients versus 152 controls).

Peptide P25 on BRAF identifies RA in 21% of anti-CCP
negative RA patients

Autoantibodies to P25 were analyzed by ELISA in 105 anti-
CCP positive and 75 anti-CCP negative patients. Among
anti-CCP positive patients, 17% recognized P25. Among
anti-CCP negative patients, 21% recognized P25 (Figure 2).

Autoantibodies to BRAF activate the phosphorylation of
MEK1 by BRAF

To test whether autoantibodies directed to BRAF inter-
fere with its enzymatic activity, we analyzed the
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phosphorylation of MEK1 in presence of BRAF and
autoantibodies to BRAF purified from 20 RA patients.

Autoantibodies to BRAF were purified from RA
patient’s sera and their presence was confirmed by dot
blot (data not shown). After quantification of purified
autoantibodies to BRAF, we tested the phosphorylation
of MEK1 in presence of BRAF and autoantibodies to
BRAF purified from 20 RA patients. Phosphorylation of
MEK1 by BRAF was detected by Western blotting and
quantified. A mean ratio was obtained from three sepa-
rate assays. A ratio of > 1 indicated activation, a ratio of
< 1 indicated inhibition.

Among 20 purified autoantibodies to BRAF, 1 inhib-
ited and 13 activated MEK1 phosphorylation (Figure 3).
We can’t conclude for six autoantibodies to BRAF (RA4,
RA2, RA17, RA13, RA15, and RA16). Indeed, a ratio of
>1 was obtained but with a strong variability.

Among autoantibodies to BRAF that activated MEK1
phosphorylation, 10/13 were weak activators (1 < ratio <
1.5) and 3/13 were strong activators (ratio > 1.5).

No difference was observed in the recognition of
BRAF peptides between autoantibodies to BRAF that
inhibited or activated MEK1 phosphorylation (data not
shown).

Discussion

RA is an autoantibody mediated disease. The sera of
patients with RA contain a family of highly disease-spe-
cific autoantibodies termed ACPA which recognize
citrulline-centered peptidic epitopes on many proteins,
like filaggrin, vimentin, and fibrin. Citrullyls are arginyl

.5 B RA (180)
@ Anti CCP pos RA 105)
o 40 1 @ Anti CCP neg RA (75)
o 354 O AS (65)
(7]
g 30 - O PsA (27)
= 25 | O Healthy controls (60)
o 20 -
o
Y B
o 15
X 10 -
.| m
o T T _|
P10 P16 P25 P33
Figure 2 Recognition of BRAF peptides in RA patients and controls. Anti-BRAF autoantibodies from the sera of RA, AS, PsA patients and
healthy controls were tested for binding to BRAF peptides by ELISA. After washing, peroxydase conjugated anti-human IgG was added. Optical
density was read at 405 nm. Background OD was obtained by adding each serum to a well without peptide. Positive sera were defined by OD
value higher than twice background OD.
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Figure 3 Autoantibodies to BRAF activate the phosphorylation of MEK1. Purified anti-BRAF autoantibodies from patients were incubated
with BRAF and MEKT. For each patient, we included one positive control (BRAF and MEKT1) and one negative control (BRAF and MEK1 and C1
control antibody). Activation or inhibition of MEKT phosphorylation was detected by measuring the ratio test OD/positive control OD. Ratio > 1
indicated activation, ratio < 1 indicated inhibition. Bars showed the mean ratio + SD.

residues that have been converted from their native
basic form into a neutral variant by a posttranslational
modification called deimination, mediated by peptidylar-
ginine deiminases. ACPAs can be detected by a com-
mercial ELISA assay containing a synthetic cyclic
citrullinated peptide and identify 60% of RA patients.
However, non-citrullinated proteins can also be the tar-
get of autoantibodies in RA. For instance RA-associated
HLA-DR alleles are associated with presence of autoan-
tibodies to synovial calpastatin in RA patients’ sera [7].
We also identified peptidyl arginine deiminase 4 (PAD4)
as an RA specific autoantigen [8,16].

By using protein arrays, we recently found that BRAF is
a major non-citrullinated autoantigen in RA. Indeed, 35%
of RA patients’ sera contain autoantibodies to BRAF’s
catalytic domain versus 4% of ankylosing spondylitis
patients’ and 6% of healthy individuals’. In this study, we
mapped epitopes in the BRAF’s catalytic domain and
analysed the function of anti-BRAF autoantibodies.

To identify peptides targets of anti-BRAF autoantibo-
dies, we used a direct ELISA using a set of synthetic
peptides and the sera of RA patients. We identified two
linear peptides on BRAF, P10 and P25, recognized pre-
ferentially by RA patients. Peptides P10 (506 to 525)
and P25 (656 to 675) are located in the catalytic domain
of BRAF.

P10 is more sensitive but less specific than P25. P10 is
recognized by 35% of RA patients versus 11% of con-
trols (P < 1077, 180 RA patients versus 152 controls).

P25 might have diagnostic interest. Indeed, P25 is
recognized by 19% of RA patients versus 0.7% of con-
trols (P < 107, 180 RA patients versus 152 controls). Of
higher interest, P25 is recognized by 21% of anti-CCP
negative patients. Therefore, P25 could be used to diag-
nose RA in anti-CCP negative patients.

We then analysed the effects of anti-BRAF autoantibo-
dies isolated from RA patients on the kinase activity of
BRAF. Indeed, autoantibodies directed to an enzyme
may interfere with its function. For example, we have
recently shown that RA specific autoantibodies to PAD4
inhibit PAD4 mediated citrullination in vitro [16]. BRAF
is also an interesting target for autoantibodies. Indeed,
BRAF is a serine-threonine kinase involved in the trans-
duction of mitogenic signals from the cell membrane to
the nucleus. BRAF regulates the mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) signalling cascade. A simplified and
linear representation of this cascade comprises RAS,
BRAF, MEK and ERK [17]. RAS activation is the first
step in the activation of the MAPK cascade. Following
RAS activation, BRAF is recruited to the cell membrane
and then phosphorylates MEK in the cytoplasm. Acti-
vated MEK subsequently phosphorylates ERK, which
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translocates to the nucleus where it activates multiple
transcription factors.

MAPKs are involved in signalling via the B cell anti-
gen receptor, T cell receptor, Toll-like receptor and
IL-1, IL-17 and TNFa receptors. MAPKs also play key
roles in the production of pro-inflammatory cytokines
(TNFa, IL-1, IL-6). In particular, p38 MAPK is
expressed in the RA synovium and regulates the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines [18,19]. Inhibitors of
p38 MAPK reduce osteoclast activation and prevent the
development of collagen-induced arthritis in the mouse
[20,21]. However, so far, p38 MAPK inhibition showed
modest clinical efficacy in patients with RA [22].

To test whether autoantibodies to BRAF may influ-
ence BRAF activity as a kinase, we developed a phos-
phorylation assay using BRAF, MEK1 (its major
substrate) and autoantibodies to BRAF purified from RA
patients’ sera. We observed that 65% of anti-BRAF auto-
antibodies activate phosphorylation of MEK1 by BRAF
in vitro. Thus, we suggest that anti-BRAF autoantibodies
could activate the MAP kinase pathway through BRAF,
leading to pro-inflammatory cytokine production and
joint inflammation.

We propose a model to explain how autoantibodies to
BRAF may activate BRAF (Figure 4). Although BRAF is
an intracellular protein, it could be recognized by auto-
antibodies outside the cell, because in RA, cell death
may release BRAF from cells. Autoantibodies to BRAF
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might enter the cell later as immune complexes. After
immune complexe dissociation, autoantibodies to BRAF
become accessible to intracellular BRAF. BRAF activa-
tion is regulated by both its N and C terminal domains.
The N terminal domain is responsible for the fixation of
BRAF to RAS. The C terminal domain contains the sub-
strate recognition sequence allowing MEK’s phosphory-
lation [23,24]. The binding of autoantibodies to BRAF’s
catalytic domain may result in a change in BRAF con-
formation and stabilise BRAF in an active conformation
allowing the kinase domain to contact its activators and
substrates. Testing this model in vivo will be our next
goal.

Conclusions

We have described a new family of autoantibodies asso-
ciated with RA. We have demonstrated here that these
autoantibodies activate BRAF, which is the first step in
MATP kinase activation. Fine epitope mapping on BRAF
enabled us to identify one peptide epitope, P25 which
may prove interesting in the diagnostic of RA, especially
in anti-CCP negative patients.
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ABSTRACT

Objectives. Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory joint disease causing
articular cartilage and bone destruction. Since irreversible joint destruction can be
prevented by intervention at the early stages of the disease, early diagnosis of RA is
important. In this study, we identified new autoantibodies in the sera of patients with

early (less than one year) RA.

Materials and Methods. We screened the sera of 20 RA patients with disease
duration less than one year, 19 RA patients with disease duration more than five

years and 23 controls on 8268 human protein arrays.

Results. We identified four autoantigens (WIBG, TPM2, ZNF706 and GABARAPL?2)
recognized almost uniquely by sera from early RA patients. These reactivities were
confirmed by ELISA on purified proteins. These early antigens are recognized by
41% to 18% of RA patients with disease duration less than 1 year, and less than 5%
of controls and RA patients with disease duration more than 5 years. Of interest,
autoantibodies to WIBG are very specific for early RA. Indeed, 41% of early RA
patients' sera recognize WIBG versus 5% of RA patients with disease duration more

than 5 years and 0% of controls.

Conclusions. We identified 4 proteins which are recognized by the sera of patients
with early RA. These proteins could potentially be used as diagnosis markers in early

RA patients.



INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease affecting approximately
1% of the world’s population (1). It is characterized by inflammation of joints that
results in cartilage and bone destruction, joint deformity and loss of mobility (2).
Although RA has been extensively studied, its cause is unknown. Since irreversible
joint destruction can be prevented by intervention at the early stages of the disease,

early diagnosis of RA is important.

However, definitive diagnosis of RA can be difficult. Immunologic tests that can be
performed for the diagnosis of RA include detection of anti-cyclic citrullinated peptide
(anti-CCP) antibodies (3). Anti CCP antibodies identify 65% of RA patients. A

negative result in anti-CCP antibody testing does not exclude RA.

To identify new autoantibodies in RA, we selected sera from 20 RA patients with
disease duration less than one year, 19 RA patients with disease duration more than
five years and 23 controls to screen 8000 human protein arrays. We identified 24
‘new autoantigens” using the sera of RA patients with disease duration less than 1
year. To confirm the validity of our protein array detection, we used purified proteins
in ELISA assays. We tested the sera of 68 RA patients with disease duration less
than 1 year and 40 RA patients with disease duration more than 5 years. We also
tested the sera of 76 patients with ankylosing spondylitis (AS), 27 patients with
psoriasis arthritis (PsA) and 38 healthy subjects.

Among the 24 proteins recognized by the sera of early RA patients, we validated 4
proteins that are preferentially recognized by autoantibodies from early RA patients.
These proteins are WIBG (within BGCN homolog (Drosophila)), TPM2 (tropomyosin
2), ZNF706 (zinc finger protein 706), and GABARAPL2 (GABA(A) receptor

associated protein like 2).

PATIENTS AND METHODS
RA patients’ sera for protein array. We started from the sera of 39 RA patients
from the rheumatology unit at La Conception Hospital in Marseille. Twenty RA

patients had disease duration less than one year and 19 more than five years. All RA



patients fulfilled the American College of Rheumatology 1987 revised criteria (4).
Ethical approval was obtained for this study (DC2008-327). All participants gave

informed consent.

Controls’ sera for protein array. Controls were 7 patients with ankylosing
spondylitis (AS) and 2 patients with systemic lupus erythematosus (SLE) from the
rheumatology unit at La Conception, 4 patients with systemic sclerosis (SSc) from a
national cohort (Hospitals Cochin, Saint Antoine, Saint Louis, Paris, Hospital Claude
Huriez, Lille and Hospital La Conception, Marseille). Ten healthy controls were
recruited among laboratory staff volunteers and volunteer bone marrow donors. All

participants gave informed consent.

Protein microarray. We used Invitrogen ProtoArrays that contain 8268 human

proteins (Protein Content list 4.0). All proteins were expressed as GST fusion

proteins, purified under native conditions, and spotted in duplicate on nitrocellulose-

coated glass slides. (http://orf.invitrogen.com).

Serum profiling assays on protein arrays. Protein arrays were processed at
Partnerchip, Evry, France. Briefly, slides were blocked with 1% BSA/PBST, serum
samples were added to arrays. After washing, anti-human IgG conjugated to Alexa
Fluor® 647 dye was added. Arrays were scanned with a GenePix® 4000B
Fluorescent Scanner. Data were acquired with GenePix® Pro software and

processed using ProtoArray™ Prospector 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).

Data Analysis. A panel of values was calculated for each protein array including the
Z score, the Chebyshev Inequality Precision (CIP) value and the coefficient of
variation (CV) value. The Z score is the signal value for a given spot minus the mean
signal value from all the human proteins on the array, divided by the standard
deviation of the signal values for all the human proteins on the array. The CIP value
evaluates the signal strength for a given spot relative to all the negative control spots
and calculates the probability that the observed signal may come from the negative
control distribution. The CV evaluates the similarity between duplicates. A Z-Score
>3.0, a ClI P value <0.05 and a CV < 0.5 define a positive spot (5).



RA patients and controls for ELISA analysis. RA patients were chosen from the
Rheumatology Ward at Hospital La Conception, Marseille, France and from the
Rheumatology Ward at Hospital Jean Minjoz, Besangon, France. These patients
fulfilled the 1987 American College of Rheumatology revised criteria for RA (4).
Patients with spondylarthropathy (AS) and psoriasis arthritis (PsA) were chosen from
the Rheumatology Ward at Hospital La Conception, Marseille, France. Volunteers
from the laboratory staff and the Marseille Blood Transfusion Center staff served as
normal controls. Ethical approval was obtained for this study (DC2008-327). All

participants gave informed consent.

Detection of autoantibodies by ELISA. Plates were coated overnight with each
purified protein diluted in phosphate buffer saline (PBS), pH7.4. Plates were blocked
with PBS containing 5% milk. Sera diluted to 1:100 in PBS were incubated for 3h.
After washing with 0.1% Tween 20, peroxydase conjugated anti human IgG (Sigma,
France) was added. Optical density was read at 405 nm. Background OD was
obtained by adding each serum to a well without protein. Positive sera were defined
by an OD value more than twice background OD (6, 7, 8).

Statistical analysis. p-values were calculated using the Chi squareTest.

RESULTS
Autoantibody pattern associated with patients with early RA

We selected 20 sera from RA patients with disease duration less than 1 year
and compared their reactivity pattern on protein arrays with that of 19 sera from RA
patients with disease duration more than 5 years and 23 sera from controls. The
control group included 7 patients with ankylosing spondylitis (AS), 2 patients with
systemic lupus erythematosus (SLE), 4 patients with systemic sclerosis (SSc) and 10

healthy subjects. Autoantibodies were detected by anti human IgG antibody.

The sera of RA patients with disease duration more than 5 years bound, on
average, 101 proteins. AS sera bound 112 proteins, SLE sera bound 91 proteins,

SSc sera bound 103 proteins and healthy controls’ sera bound 89 proteins (Figure 1).



Sera from RA patients with disease duration less than 1 year bound, on
average, 58 proteins. Among these proteins, we identified 24 proteins (P1 to P24)
that were recognized by 30 to 60% of RA patients with disease duration less than 1

year and less than 10% of controls (Table 1).

Identification of specific autoantibodies associated with early RA

To confirm the validity of protein array detection, we developed ELISA assays
using purified proteins as immunosorbents. We tested sera from 68 RA patients with
disease duration less than 1 year, 40 RA patients with disease duration more than 5

years, 76 AS patients, 27 PsA patients and 38 healthy controls.

20 proteins targeted by autoantibodies were not specific for early RA and were
also recognized by autoantibodies from controls or RA patients with disease duration
more than 5 years. These proteins are P11, P16, P12, P1, P9, P15, P8, P7, P22,
P24, P14, P18, P2, P10, P21, P5, P6, P20, P17 and P19 (Figure 2).

4 proteins were recognized by more than 18% of patients with early RA and
less than 5% of RA patients with disease duration more than 5 years or controls.
These proteins are WIBG (P13), TPM2 (P3), ZNF706 (P4) and GABARAPL2 (P23)
(Table 2).

40 of 68 (60%) of early RA patients recognized at least one of these 4 proteins
(Figure 3).

DISCUSSION

To get an insight in the early immunological events leading to the development
of RA and to develop diagnosis tools for early RA, we screened 8000 protein arrays
with sera from patients with early RA (less than one year), RA with disease duration
more than 5 years, ankylosing spondylitis, psoriatic arthritis, lupus and normal’s. We
identified 4 new autoantibody families associated with RA with disease duration less
than one vyear. These autoantibodies recognize WIBG, TPM2, ZNF706 and
GABARAPL2 (Table 3).

WIBG (P13) is a ribosome-associated protein involved in the disassembly of
exon junction complexes (EJCs). EJCs, assembled during mRNA splicing, transport

MRNAs during nuclear export into the cytoplasm and are removed during translation



(9). WIBG enhances translation of mRNAs (10). WIBG has also been shown to
enhance the translation of viral genes, acting as a “chaperone” (11).

WIBG might have diagnostic interest because of high sensitivity and specificity for
early RA. Indeed, we detected anti WIBG autoantibodies in 41% of early RA patients
and 5% of patients with RA with disease duration more than 5 years, while these
autoantibodies were not present in any control.

Anti WIBG antibodies were detected in 26 of 58 (45%) anti CCP positive early RA
patients and in 3 of 10 (30%) anti CCP negative early RA patients (Figure 3).
Together, these results indicate that WIBG could be used to diagnose patients with

early RA.

TPM2 (P3) is a member of the actin filament binding protein family, involved

in muscle contraction (12).

ZNF706 (P4) belongs to the C2H2-type zinc-finger protein family. A zinc
finger protein is a DNA-binding protein whose specificity depends on its DNA-binding
domain (13, 14).

GABARAPL2 (P23) is involved in autophagy, the process by which proteins
and organelles are sequestered in autophagosomal vesicles and delivered to the

lysosome for degradation (15).
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FIGURE LEGEND
Figure 1. The mean number of proteins recognized by each group of patients and

healthy controls in protein arrays.

Figure 2. The percentage of patients and healthy controls positive for P1 to P24
determined by ELISA.

Figure 3. Binding of autoantibodies from early RA patients to WIBG (P13), TPM2
(P3), ZNF706 (P4), GABARAPL2 (P23) proteins determined by ELISA. Green Boxes

indicate a positive binding.

Table1: Protein arrays analysis
Table 2: Autoantigen Validation
Table 3: Characteristics of the early RA autoantigens
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