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Résumé

L’étude présente consiste a investiguer la corrélation entre les concentrations des anticorps
anti-XOR et celle du facteur rhumatoide (FR-IgM) dans les sérums et les liquides synoviaux
des mémes patients et la séverité de la maladie articulaire. Les titres des anticorps anti-XOR
(1gG et IgM) et du FR-IgM libres et complexes chez des patients atteints de la polyarthrite
rhumatoide (PR), de D’arthrite et de 1’arthrose ont été évalués en utilisant une technique
ELISA. Le test d’agglutination est utilis¢ pour détecter le FR-IgM. La XOR bhovine a été
purifiée pour servir d’antigene dans la préparation d’anticorps spécifiques chez le lapin et
pour la détection des anti-XOR libres. L’antisérum obtenu par I’immunisation était riche en
anticorps anti-XOR avec un titre de 102400 et a été utilisé dans la détection des complexes
immunitaires XOR-anti-XOR (1gG et IgM). En comparant les concentrations des anti-XOR
(1gG et IgM) et du FR-IgM dans les sérums a celles dans les liquides synoviaux chez les trois
catégories de patients, aucunes différences significatives n’ont été observées. Cependant, les
IgM anti-XOR soit sous forme libre ou complexe sont majoritaires. Chez les patients atteints
d’arthrose, les IgM libres excédent de 18.7 et 16 fois les IgG dans le sérum et le liquide
synoviale (LS), respectivement. Tandis que chez les patients atteints de la PR, les IgM
complexes dépassent les IgG 8 fois dans le serum ainsi que dans le LS. Contrairement aux
IgM, les 1gG anti-XOR dominent sous forme de complexes. Les résultats montrent une
corrélation entre le taux de ces complexes et la séverité de la maladie articulaire. En effet, les
patients atteints d’arthrites montrent des XOR-1gG sériques plus élevés (p < 0.05) que ceux
des patients affectés par 1’arthrose. De plus les patients atteints de la PR montrent des XOR-
IgM synoviaux plus élevés (p < 0.01) par rapport a ceux souffrant d’une arthrose. La
détection du FR-IgM par ’ELISA montre une spécificité plus élevée que celle par le test
d’agglutination. Les patients atteints de la PR ayant des FR-IgM libre synoviaux (94.4 + 69.2
pg/ml) significativement élevés que ceux des patients souffrants d’arthrites (25 + 18.31
pg/ml) et des FR-IgM complexes synoviaux (41.66 + 20.2 pg/ml) plus élevés que ceux des
patients atteints d’arthrose (14.6 + 2.23 pg/ml). Les sérums et les LS de la majorité des

patients sont protéine C-réactive positifs confirmant I’existence d’une inflammation.

Mots clés: inflammation articulaire, PR, arthrose, XOR, FR.
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Summary

The present study is to investigate the correlation between concentrations of anti-XOR and the
rheumatoid factor (IgM-RF) in sera and synovial fluids from the same patients and the
severity of joint disease. The titles of anti-XOR (IgG and IgM) and IgM-RF free and complex
in patients with rheumatoid arthritis (RA), arthritis and arthrosis were assessed using an
ELISA technique. Agglutination test is used to detect the IgM-RF. The Bovine XOR was
purified for use as antigen in the preparation of specific antibodies in rabbits and for the
detection of free anti-XOR. The antiserum obtained by immunization was rich in anti-XOR
with a titer of 102 400 and was used in the detection of immune complexes XOR-anti- XOR
(1gG and IgM). By comparing the concentrations of anti-XOR (1gG and IgM) and IgM-RF in
sera with those in synovial fluids in all three categories of patients, no significant differences
were observed. However, IgM anti-XOR either in free form or complex predominated. In
patients with osteoarthritis, the free IgM exceed 16 and 18.7 times IgG in serum and synovial
fluid (LS), respectively. While in patients with RA, IgM complexes exceed 1gG for 8 times
either in serum or in the LS. Unlike IgM, IgG anti-XOR dominated as complexes. The results
showed a correlation between the rate of these complexes and severity of joint disease.
Indeed, patients with arthritis show serum 1gG-XOR higher (p < 0.05) than those of patients
affected by arthrosis. Furthermore, patients with RA showed synovial IgM-XOR higher (p <
0.01) compared to those suffering from arthrosis. The detection of IgM-RF by ELISA showed
a higher specificity than the agglutination test. Patients with RA with free synovial IgM-RF
(94.4 £ 69.2 mcg / ml) significantly higher than those of patients with arthritis (25 + 18.31 mg
/ ml) and synovial IgM-RF complex (41.66 = 2.20 g / ml) were higher than those of arthrosis
patients (14.6 £ 2.23 g / ml). Sera and LS of the majority of patients are C-reactive protein

positive confirming the existence of inflammation.

Key words : articular inflammation, PR, arthrosis, XOR, FR.
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Introduction

L’arthrite rhumatoide est la plus commune des maladies inflammatoires chroniques affectant
les articulations synoviales et peut toucher de 0.5 - 1 % de la population mondiale. Cette
inflammation multifactorielle, d’une étiologie inconnue, conduit a la destruction irréversible
de I’os et du cartilage articulaires contribuant de ce fait & une impotence fonctionnelle.
Parfois, I’arthrite thumatoide ne se limite pas a la destruction de 1’articulation mais peut
toucher d’autres organes donnant naissance a des complications ayant comme résultat la
diminution de [Despérance de vie d’environ de trois a dix ans. D’autre part, les
spondylarthrites séronégatives, les arthrites métaboliques et les maladies dégénératives
constituent, en plus de I’arthrite rhumatoide, les maladies articulaires contemporaines qui
menacent le jeune et le vieil individu. Ces maladies se différent par la localisation anatomique
des lésions inflammatoires mais partagent presque les mémes modifications sériques et
synoviales qui vont aboutir a la génération des auto-anticorps variés et qui peuvent servir
comme des marqueurs utiles facilitant le diagnostic. Parmi ces anticorps, les anti-collagéne,

les facteurs rhumatoides, les anti-xanthine oxydase, ...

Toutes ces maladies articulaires se caractérisent par un processus inflammatoire qui semble
étre la conséquence d’une auto-immunité ou d’une libération de composants articulaires et

d’enzymes au sein de 1’articulation suite aux 1ésions tissulaires.

Il a été démontré que la xanthine oxydoréductase libérée lors de la destruction de la synoviale
arthritique joue un rdle important dans les maladies rhumatismales via la production des
especes oxygénées réactives qui sont associées a plusieurs maladies dégénératives et
inflammatoires. Cette libération induit la production d’anticorps spécifiques pouvant conduire
a la formation de complexes immunitaires au niveau de I’articulation et favoriser le maintien

de I’inflammation articulaire via I’activation du complément.
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Le but de notre étude est d’une part, de chercher la présence d’une corrélation entre les taux
des anticorps produits lors des arthrites inflammatoires dans les sérums et les liquides
synoviaux des mémes patients. D’autre part, les différences qui peuvent exister vont nous
renseigner sur le site de leur synthese et/ou la nature des échanges entre le compartiment
sanguin et ’articulation a travers la synoviale enflammée. Pour traiter cette problématique,

les objectifs suivants ont été fixés :

- Recherche des anticorps anti-XOR libres et complexes dans des couples de sérums et
liquides synoviaux de patients atteints d’inflammations articulaires (polyarthrite
rhumatoide, arthrites et arthrose).

- Détection et dosage du facteur rhumatoide (IgM) dans les mémes couples de sérums
et liquides synoviaux.

- Recherche d’une relation entre le taux de ces anticorps et leur localisation, et la

sévérité de ’inflammation articulaire.
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1. Arthrite rhumatoide

L arthrite rhumatoide (AR) ou polyarthrite (PR) est une maladie auto-immune caractérisée par
une inflammation chronique qui affecte les articulations (Caspi et al., 2006) conduisant a une
dégradation irréversible de 1’0s et du cartilage (Pullerits et al., 2007) et par conséquent a une

déformation de I’articulation donnant naissance a un handicap sévére (Bernard Combe, 2004).

L’AR ne se limite pas a la destruction des articulations. En effet, des effets systémiques
peuvent se manifester notamment la fatigue, la perte de poids et I’anémie. En plus, des
anomalies immunologiques extra-articulaires peuvent se répandre pour toucher d’autres
systemes d’organe, la raison pour laquelle 1’espérance de vie chez les patients d’AR diminue
d’environ de trois a dix. En effet, la cause principale de mortalité chez les atteints de I’AR
provient des complications cardiovasculaires, infectieuses, hématologiques, gastro-intestinales

et pulmonaires (EI Desoky, 2001 ; Tobon et al., 2010).

L’AR est une maladie complexe multifactorielle d’une étiologie inconnue et qui peut affecter
0,5 - 1 % de la population mondiale dont les femmes sont de trois a quatre fois plus touchées
que les hommes et la maladie peut apparaitre a n’importe quel age de 1’adulte sachant que

I’incidence augmente avec 1’age (Witten et al., 2000 ; Engdahl et al., 2010).

1. 1. Structure de Particulation normale

1.1. 1. Le cartilage hyalin

Le cartilage articulaire représente un type de tissu unique d’une épaisseur de quelques
millimétres, constitué par un seul type de cellules nommées les chondrocytes (Lorenz et
Richter, 2006). Il est non vascularisé et ne contient pas de fibres nerveuses, les nutriments et
les composants cellulaires de réparation sont transportés aux chondrocytes par diffusion a

partir du liquide synovial (LS) (Lorenz et Richter, 2006). A I’état normal, le cartilage est
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compos¢ de plus de 70 % d’eau, et puisque les chondrocytes constituent moins de 5 % de tout
le volume, le cartilage articulaire se compose principalement de matrice extracellulaire
(MEC) (Pool, 2003). Les constituants macromoléculaires principaux de la MEC semblent étre
le collagéne de type 1l et les protéoglycanes (Holland et Mikos, 2003). Selon Pool (2003), les
fonctions principales du cartilage articulaire sont liées aux propriétés mécaniques de la MEC.
En effet, Les fibres de collagéne sont organisées sous forme de réseau complexe ou se
baignent les protéoglycanes chargés négativement imbibant de 1’eau (Holland et Mikos,
2003). Un équilibre est créé entre les forces générées par la pression du gonflement des
protéoglycanes et la force de tension du réseau de collagéne (Ostergaard et Salter, 1998).
Quand une articulation synoviale est en charge, le cartilage articulaire se déforme et comme la
charge des protéoglycanes sera introduite dans une proximité plus étroite, 1’eau est donc
expulsée du cartilage articulaire (Ostergaard et Salter, 1998). Quand la charge est éliminée,
les protéoglycanes imbibent de 1’eau de nouveau jusqu’a un équilibre chargé est atteint
(Ostergaard et Salter, 1998). De ce fait, la pression du gonflement est augmentée et équilibre,
par la suite, la charge appliquée empéchant tout mal dont il peut se produire dans

I’articulation (Ostergaard et Salter, 1998).

1.1.2. La membrane synoviale

La synoviale est un tissu conjonctif recouvrant les surfaces articulaires et les ligaments intra-
articulaires. Elle est composée d’une couche fine bordante " intima ou lining layer " non
vascularisée qui sépare la cavité articulaire d’un tissu connectif plus profond de la capsule
articulaire (Colantuoni et al., 2005). La membrane synoviale contient au moins deux types de
cellules : les cellules de type macrophage qui ont des activités de phagocytose, et les cellules
de type fibroblastes qui synthétisent les protéines matricielles et 1’acide hyaluronique

constitutifs du LS (Colantuoni et al., 2005 ; Mor et al., 2005).
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1.1.3. Le liquide synovial

Le liquide synovial est le liquide qui se trouve dans I’articulation, peu abondant, tres
visqueux, transparent et difficile a aspirer (Damiano et Bardin, 2004). Il est synthétisé
principalement par les synoviocytes de la couche bordante de la membrane synoviale " lining
layer " ou sa fonction principale est de lubrifier I’articulation, minimiser I’adhésion et aider de
fournir les mouvements de ’articulation presque sans frictions (Poole, 2003). Le LS constitue
aussi une source de nutriments biochimiques pour les surfaces articulaires peu vascularisées
(Macmullan et al., 2011). Sa composition est schématiquement celle d’un infiltrat du plasma,
pauvre en cellules mais enrichi en acide hyaluronique avec une composition ionique
identique. En cas d’inflammation de la membrane synovial, la production de 1’acide
hyaluronique sera augmentée sous 1’action des molécules proinflammatoires (Poole, 2003 ;
Damiano et Bardin, 2004). D’autre part, I’inflammation articulaire augmente la perméabilité
vasculaire synoviale permettant donc le passage des protéines du sang vers le LS (Damiano et
Bardin, 2004). Inversement, les protéines du liquide synovial peuvent passer dans la

circulation générale par drainage lymphatique (Damiano et Bardin, 2004).

1.2. Etiologie de I’arthrite rhumatoide

L’AR est une maladie hétérogéne complexe qui semble étre le résultat d’une combinaison
entre la prédisposition génétique, 1’age et I’exposition a un déclenchement environnementale
appropri¢ tel que les agents infectieux. Le tabagisme, 1’obésité (régime alimentaire) et la

transfusion sanguine sont également considérés comme facteurs de risque (Ollier et al., 2001).

1.2.1. Susceptibilité génétique

L’AR est un désordre multi-systémique d’une étiologie complexe dont le risque de
développement chez les enfants des individus affectés de cette maladie est 2 a 17 fois plus

¢levé que ceux des individus non affectés. Cette différence significative indique qu’ils
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existent des génes qui constituent le terrain prédisposant a I’atteinte par cette maladie (van
Gaalen et al., 2004). Des études génétiques ont démontrées que la région des génes codants
pour le complexe HLA de la classe IlI, connu aussi comme le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH), localisée au niveau du chromosome 6 est fortement associee a
I’AR (Figure 1), en particulier le locus HLA-DRB1 (Gladman et al., 2001). Les chercheurs
ont été curieux de connaitre la caractéristique menée par les alleles HLA-DRB1 (HLA-
DRB1*0401, *0404, *405, *0101, *0102, *01001, *01402) dont leur présence est impliquée
dans la maladie. lls ont trouvé que ces multiples alleles codent pour une séquence conservée
d’acides aminés (QK /RAA : GIn Lys/Arg Ala Ala), nommée le motif conservé (The shared
epitope ; SE), en position 70-74 dans la troisiéme région hypervariable de la chaine p du

HLA-DR (de Rycke et al., 2004 ; Wakitani et al., 1997).

Chromosome 6

centromere

. ™~ :

6g12 6p11.2 | 6p21.31
HLA Region

HLA-DP HLA-DQ HLA-DR HLA-B HLA-C HLA-A
| J | |
1 1

Class |l Class |

Figure 1. Diagramme schématique de la région des génes codants pour I’antigéne
leucocytaire humain sur le chromosome 6. La région HLA est localisée sur le
petit bras du chromosome 6, en 6p21, 31 (McCarty et al., 2010).



En se basant sur le réle connu des molécules HLA de la classe Il dans la présentation de
I’antigene, Hill et al., (2003) ont prédit que le SE chargé positivement prédispose a I’AR en
contribuant a la formation de 1’'une des poches de la chaine B qui servent a ancrer le peptide
"arthritogénique"” (Figure 2) et a le présenter aux lymphocytes T qui constituent les cellules
actrices dans I’initiation de la réponse auto-immune de la pathogénése de I’AR. Néanmoins,
de Almeida et al. (2011) ont rapporté que les auto-antigénes dans le cas d’AR n’ont pas été

définis clairement jusqu’a I’an 2011.

(B) ,
("4

Sigure 2. Structure du motif conservé lié a I’AR. (A) vue supérieure d’une molécule HLA-
DRB1 montre le SE (motif conserve). La chaine a est montree en vert, la chaine
en jaune et le peptide cannelure en marron. La fleche rouge se dirige vers une boucle
hélicoidale o contenue dans le SE. (B) Vue de coté de la méme molécule. Noter la
localisation du SE prés du repli de la chaine B (de Almeida et al., 2011).

L’association de I’AR a I’HLA-DR4 n’est pas universelle du faite qu’une étude de
I’expression clinique de la maladie réalisée par Massardo et al. (1995) sur des patients
Chiliens n’a pas montrée une forte relation. D’autre part, plusieurs études ont suggéré que le
SE est associé a la sévérité de la maladie beaucoup plus qu’a la susceptibilité,
particulierement le risque d’étre séropositif en facteurs rhumatoides (FR), en anticorps anti-

peptide /protéine citrulliné(e) (ACPA) et la frequence des manifestations extra-articulaires
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(Ollier et al., 2001; Auger et al., 2005). Cependant, il y a une tendance ou le patient avec deux
doses de SE (SE est présent deux fois) souffre plus d’agressivité (Dixon et Symmons, 2005),
la théorie qui est confirmée par les travaux de Rojas-Villarraga et al. (2009) ou ils ont
remarqué que les patients ayant deux SE manifestent un dommage radiographique au niveau
des articulations plus précoce que ceux ayant un seul SE, la méme constatation est fait en

comparant les patients ayant un seul SE avec ceux qui ne I’ont pas.

Indépendamment du HLA, les études récentes sont focalisées sur la recherche d’une
association d’autres types de genes avec le développement de I’AR, parce que le systéeme
HLA représente approximativement 37 % de I’influence génétique (Zanelli et al., 2001).
Etant donné I’importance des cytokines dans I’AR, il n’est pas étonnant que beaucoup de ces
études soient focalisées sur leurs génes. Dans ce contexte, les polymorphismes d’un simple
nucléotide (SNPs) au niveau de la région ‘promoteur’ ou la région codante de plusieurs genes,
ont été intensivement étudiés (Firestein, 2008). Le SNP du geéne TNFa en position -308 a
fourni 1’association génétique des cytokines la plus intéressante. En fait, une mutation qui
affecte la région ‘promoteur’ du gene de TNFa sur le chromosome 6 et qui peut altérer la
transcription du géne en définissant deux alléles : TNFa 1 dans lequel une guanine est
présente et TNFa 2 ou la guanine est substituée par une adénine, ces derniéres déterminent un

taux bas ou élevé d’expression de TNFa, respectivement (Aguillon et al., 2006).

Le SNP du géne PTPN22 (Protéine tyrosine phosphatase non récepteur type 22) localisé sur le
chromosome 1 p13 est 1’un des associations génétiques non-HLA et non-cytokine décrite pour
I’AR. Ce geéne code pour une protéine tyrosine phosphatase spécifique du lymphoide "LYP’
qui agit comme un régulateur négatif puissant de 1’activation des cellules T. La substitution de
la base cytosine par une thymine en position 1856 de ce géne code pour un tryptophane au
lieu d’une arginine en position 620 de ‘LYP’ (Pratt et al., 2009). Cette substitution se trouve

dans I’exon codant pour le premier domaine riche en proline de ‘LYP’ qui est impliqué dans
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I’association de cette enzyme avec le domaine SH3 d’une autre enzyme, la kinase Cs (CsK)
qui est responsable de I’activation de ‘LYP’. Par conséquence, le variant tryptophane rompt
I’interaction entre ‘LYP’ et CsK entrainant une diminution de I’activation de ‘LYP’, ce qui
conduit a la stimulation des cellules T et la prédisposition a 1’auto-immunité chez les porteurs

de tryptophane 620 (Majorczyk et al., 2010).

Peptidylarginine deiminase (PAD) est 1’enzyme responsable de la citrullination de plusieurs
protéines (Filaggrine, vimentine, fibrine, fibrinogéne et le collagéne type I1), le phénomene
qui est remarqué au niveau des articulations des patients atteints de I’AR ou ’analyse de leur
ponction articulaire montre un taux élevé d’ACPA. Tous les génes de PAD sont localisés sur

le chromosome 1p36 (Stenberg et al., 2009).

1.2.2. Facteurs de risque environnementaux

La contribution génétique a I’AR ne compte pas plus de 60 %, ce qui indique fortement que
les facteurs environnementaux jouent un role majeur dans 1’étiologie de la maladie. Les
facteurs environnementaux peuvent é&tre classés en deux catégories: facteurs
environnementaux régionaux incluant la géographie, le climat et les microbes endémiques, et
facteurs environnementaux socioculturels tel que le style de vie, le tabagisme et les habitudes
diététiques (Perricone et al., 2011). Il a été noté que le tabagisme est associé a la production
des ACPA et des FR (Tobon et al., 2010) mais uniquement quand 1I’AR est caractérisée par un
allele HLA-DRBL portant I’épitope de susceptibilit¢ a I’AR (Fabien et al., 2008). D’autre
part, Tobon et al. (2010) ont attribué le développement de I’AR aux plusieurs micro-
organismes en se basant sur les titres élevés d’anticorps appropriés chez les patients.
Cependant, il n’existe pas un micro-organisme particulier responsable du developpement de
cette maladie. Parmi les agents infectieux, le virus Epstein-Barr (EBV), un candidat puissant
qui peut agir aux plusieurs niveaux dans la pathophysiologie de I’AR. L’organisme hote

controle alors I’infection par EBV via une réponse immunitaire a médiation cellulaire
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notamment les Lymphocytes CD8" et une réponse humorale par la production des anticorps
dirigés contre les antigénes viraux (Toussirot et Roudier, 2007). Staphylococcus aureus est
aussi la bactérie responsable de plus de 80 % des infections articulaires chez les patients d’AR
en plus des bactéries Gram-positives qui sont des inducteurs potentiels de la sécrétion des
TNFo par les macrophages (Favero et al., 2008). Le régime alimentaire riche en poissons,
I’huile d’olive et les Iégumes cuits montrent un effet protecteur contre 1I’AR, un effet attribué

au contenu élevé en acides gras o 3 (Tobon et al., 2010).

1.2. 3. Influence du sexe sur Parthrite rhumatoide

L’AR est ’'une des nombreuses maladies auto-immunes chroniques prédominantes chez les
femmes dont le rapport des patients femelles aux ceux masculins (2-4 : 1) est significatif
(Khurana et Berney, 2005). Le mécanisme par lequel le sexe peut influencer la susceptibilité a
la maladie est inconnu, mais la déférence d’hormones sexuelles entre les deux sexes peut €tre
impliquée. En effet, ’age maximal d’un début d’AR chez les femmes est la cinqui¢me
décennie, ce qui convient au moment des changements hormonaux durant la ménopause
(Tobon et al., 2010). En plus, les hormones sexuelles semblent avoir un effet significatif sur
les cellules connues étre impliquées dans I’AR (Firestein, 2008), en particulier 1’cestrogéne
qui stimule le systemes immunitaire (Tobon et al., 2010). Plusieurs études ont montrées que
I’exposition des cellules B productrices des auto-anticorps a 1’estradiol rend ces cellules plus
résistantes a 1’apoptose suggérant que les clones des cellules B auto-réactive échappent a la
tolérance (Firestein, 2008). Ainsi, 1’cestrogéne stimule, d’une part, ses récepteurs a la surface
cellulaire des synoviocytes (fibroblaste-like) augmentant donc la production des
métalloprotéinases (MMPase) dans la membrane synoviale (Firestein, 2008), et d’une autre
part, elle agit sur les macrophages en augmentant la production du TNFa. Ostensen et
Villiger (2002), prenant compte les résultats de plusieurs études, rapportent que la grossesse

induit une amélioration ou méme la remise de 1’activité de la maladie chez 75 % des patients
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de I’AR. Alors qu’au cours des premiers six mois apres I’accouchement, la réactivation de la
maladie se produit chez 90 % des patients. Le mécanisme de protection chez les femmes
enceintes n’est pas défini mais Ostensen et Villiger (2002) ont attribué cette amélioration a

deux hypotheses :

» La polarisation des cellules T de type H2 (Th2) conduisant 1’inhibition des cytokines
pro-inflammatoires au niveau des articulations enflammées par les récepteurs solubles
des cytokines, par les cytokines anti-inflammatoires 1’IL-4 et IL-10 ou par les facteurs
de croissance comme TGF-f.

» L’induction des cellules T régulateurs (Population de cellules T qui suppriment la
réponse des cellules T par la production des IL-10 et TGF-B) ce qui conduit a une

diminution des auto-anticorps.

Selon Zrour et al. (2010), la réactivation de I’AR aprés 1’accouchement est due aux taux
¢élevés de la prolactine, I’hormone de 1’allaitement, qui induit I’initiation et I’augmentation du
processus inflammatoire ainsi que la chute rapide des hormones stéroidiennes anti-

inflammatoire.

Il 'y a certaines évidences que les femmes prenant la pilule contraceptive orale dans le passé,
peuvent étre protégées contre le développement d’une AR sévere ou dans le moindre
I’apparition de la maladie sera retardée. Cette théorie est confirmée par le fait que 1’age
maximale de 1’apparition de I’AR chez les femmes est plus haut que chez les hommes (Ollier

etal., 2001).
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1.3. Modifications synoviales et sériques

1.3.1. Modifications de la membrane synoviale

L’AR se caractérise par une inflammation de la membrane synoviale ou synovite. Ce
processus inflammatoire implique de nombreux acteurs cellulaires et extracellulaires. Les
cellules qui tiennent le réle vedette dans la physiopathologie de I’AR sont présentées par les
cellules présentatrices de 1’antigéne, les lymphocytes T, les lymphocytes B et les synoviocytes
(Morel et al., 2004). Dans un premier temps, les cellules dendritiques qui expriment a leur
surface des molécules de CMH Il (Cellules présentatrices professionnelles du systeme
immunitaire) présentent 1’antigene "arthtritogéne” d’une maniére anormalement prolongée
aux lymphocytes T auto-réactives (Morel et al., 2004) qui seront recrutées a partir du sang
périphérique et infiltrées a travers la membrane synoviale (Vega et al.,, 2007). Ces
lymphocytes T, nouvellement arrivées dans la synoviale, produisent IL-1 et TNFa qui activent
les cellules résidentes (macrophages et fibroblastes) et les lymphocytes B infiltrés a travers la
membrane synoviale (Morel et al., 2004 ; Panayi, 2005). L’activation des lymphocytes B
joue un role crucial dans I’amplification de la réaction inflammatoire par la production de
certains auto-anticorps, tels que les FR, les anticorps anti-collagene et les anticorps dirigés
contre les protéines citrullinées (Morel et al., 2004 ; Westman et al., 2006) et qui vont a leurs
tour amplifier le développement de la maladie en formant des complexes immunitaires avec
les auto-antigene (Firestein, 2003). Ces complexes immunitaires fixent et activent le
complément permettant donc la libération des facteurs chimiotactiques (Daha et al., 2011),
qui déclenchent plutard, 1’accumulation des cellules inflammatoires en particulier les
neutrophiles libérant des enzymes protéolytiques (Morel et al., 2004). Tous ces événements
conduisent a la formation d’un pannus invasif ou I’hyperplasie synoviale (Figure 3 et 4) qui

est a I’origine de la destruction du cartilage et de 1’os adjacent (Mor et al., 2005).
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Figure 3. Histologie d’une membrane synoviale arthritique. La fléche continu indique

I’hyperplasie de la couche bordante (intimal lining) de la membrane synoviale, la

fleche discontinue indique I’infiltration de la couche fondamentale (sublining) de
la membrane synoviale (Firesein, 2003).
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Figure 4. Schéma d’une articulation saine (gauche) et d’une autre enflammée (droit) dans

I’AR. Au cours de la progression de I’AR, la membrane synoviale forme un

tissus prolifératif “pannus " qui détruit I’articulation (Nijenhuis et al., 2004).

D’autre part, la néo-angiogenese caractérisée par la croissance et la prolifération d’un

nouveau réseau vasculaire au sein du pannus synovial est impliquée dans de nombreux
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aspects de la physiopathologie de la synovite rhumatoide (Ozgocmen et al., 2004). Elle
favorise la croissance du pannus synovial et augmente les phénomeénes inflammatoires qui
aboutissent a la destruction ostéo-cartilagineuse (Ozgocmen et al., 2004). De méme les
lymphocytes T activées entretiennent 1’inflammation via la sécrétion de mediateurs solubles
comme I’IL-17 et Dinterféron y (IFNy). L’IL-17 est impliqué dans 1’activation des
ostéoclastes et par conséquent 1’érosion de 1’0s, alors que I’IFNy stimule les macrophages
pour secréter un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1, 1I’'IL-6 et
TNFa (Panayi, 2005). Ces cytokines contrélent la production de nombreuses cytokines
(facteurs de croissance des fibroblastes et de 1’endothélium vasculaire) qui favorisent
I’angiogeneése, le recrutement des cellules inflammatoires et la stimulation des fibroblastes
synoviaux (Mor et al., 2005). La sécrétion des enzymes de dégradation de la matrice
extracellulaire par les fibroblastes stimulés est une des conséquences de 1’inflammation
chronique, ces enzymes ont pour cible les fibres de collagéne qui constituent le cartilage
articulaire (Panayi, 2005). La figure 5 représente les différentes étapes de 1’inflammation

articulaire.
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Figure 5. Différentes phases de la pathophysiologie de I’AR (Morel et al., 2004). HLA :
I’antigéne leucocytaire humain; IL : interleukine ; IFN: interféron; TNF: tumor
necrosis factor ; HEV : high endothelial veinule (veinule postcapillaire); VCAM:
Vascular cell adhesion molecules; PG : prostaglandine; MMP @ matrix
metalloproteinases ; TCR : T cell receptor.

1.3.2. Modifications du liquide synovial

Le liquide synovial des inflammations articulaires, typiquement jaune, se caractérise par un
aspect trouble ou nuageux résultant d’une infiltration des cellules inflammatoires au sein de la
cavité articulaire. Le nombre des cellules blanc est > 20000 cellules/mm dont les neutrophiles

sont les cellules majoritaires (Dao et cusch, 2006). L’inflammation articulaire augmente la
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perméabilité vasculaire synoviale permettant aux protéines du LS de passer dans la circulation

générale par drainage lymphatique. (Damiano et Bardin, 2004).

1.3.3. Modifications sérigues

Le diagnostic de I’AR est avant tout clinique, mais il n’est confirmé que lors de I’apparition
des arthrites chroniques parfois destructrices. L’évolution de la stratégie thérapeutique justifie
de faire le diagnostic le plus vite possible car il a ét¢ démontré qu’un traitement précoce
permet d’éviter le plus souvent les destructions ostéoarticulaires. Cependant, les auto-
anticorps circulants tels que les FR, les anti-collagénes et les anticorps anti-peptide cyclique
citrulliné (ACPA) qui apparaissent au cours de I’AR peuvent étre utilisés comme des
marqueurs sérologiques utiles facilitant le diagnostic de la maladie, en plus de la CRP qui
constitue le meilleur marqueur pour dépister un processus inflammatoire (van Boekel et al.,

2002 ; Roger et al., 2009).

a. La protéine C-réactive

La protéine C-réactive (CRP) est le prototype d’une série de protéines de la phase aigue et qui
est produite principalement par le foie en réponse a une stimulation par 1I’IL-6. Des taux
sériques €élevés en CRP peuvent étre détectés immédiatement apres quatre a six heurs suite a
une lésion tissulaire (Otterness, 1994 ; van Leeuwen et al., 1995). La CRP se trouve sous
forme de trace de 0.2 & 0.8 mg/dl chez les sujets normaux comme elle peut augmenter pour
atteindre des taux supérieurs a 40 mg/l chez les patients qui souffrent d’inflammations séveres
ou d’infections (Otterness, 1994 ; Sipe, 1995). Il a été démontré que des taux élevés de la
CRP ont été observé dans le sérum des patients atteints de I’AR, le plus souvent pendant les
deux ans qui precedent le début des symptomes (Saleem et al., 2006). La CRP remplit
différentes fonctions de défense immunitaire non specifique. Elle peut opsoniser les
polysaccharides C, activer efficacement le complément par la voie classique (Falgarone et al.,

2005) et jouer un réle dans I’immunité innée en activant les phagocytes via des récepteurs
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exprimés a leur surfaces (Falgarone et al., 2005). En plus, la liaison de la CRP avec les
glycoprotéines n’est réalisée qu’a un pH trouvé dans les tissus enflammeés ou détruits par le
phénoméne d’ischémie-reperfusion, sous ces conditions la CRP peut lier des glycoprotéines
comme les laminines, les fibronectine et le fibrinogéne qui sont trouvés dans les sites

d’inflammations (Otterness, 1994).

b. Facteur rhumatoide

Le FR est le marqueur le plus classique de I’AR, il a été découvert depuis 50 ans (Waaler,
1940) et constitue 1’un des critéres proposés par le collége Américain de rhumatologie pour la
classification et le diagnostic de I’AR (Saleem et al, 2006). Les FR peuvent étre présents chez
75 % des patient de I’AR mais leur spécificité reste limitée, du fait que ces auto-anticorps
peuvent étre rencontrés dans d’autres maladies autoimmunes (Syndrome de Sjogren) et
infectieuses (Hépatite, tuberculose), comme ils peuvent étre détectés dans une certaine mesure
chez la population saine (3 — 5 %) et les individus vieux en bonne santé (10 — 30 %) (van
Boekel et al., 2002). L’usage du test sérologique en FR comme un diagnostic précoce de I’AR
est de faible sensibilité puisque le FR peut étre détecté quelques années avant la manifestation
des symptdmes de la maladie seulement chez une petite catégorie de patients (Dao et Cush,

2006).

Les FR constituent une famille hétérogene d’auto-anticorps dont I'IgM, I'lgG et I'IgA
dirigées contre les IgG sont les plus communs, malgré que les essais d’agglutination tendent a
favoriser la détection d’IgM. Ces FR ont en commun la spécificité de reconnaitre la région Fc
des 1gG1, 1gG2 et IgG4 mais pas 1gG3 (Graham et al, 1998 ; Saleem et al, 2006). Ces auto-
anticorps ont été traditionnellement détectés par l'agglutinement des globules rouges de
moutons (Rose, 1948 ; Firestein, 2003), tandis que les tests d’agglutination moderne tendent a
utiliser les billes de latex (Arrar et al., 1995 ; Saleem et al, 2006). Les patients d’AR, dont le

test de détection du FR a montré des resultats positifs, sont considerés comme séropositifs.
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Cependant, ceux qui ont des résultats négatifs en FR ne sont pas exclus d’avoir un AR en cas
de présence d’autres critéres et sont considérées comme des seronégatifs (Saleem et al, 2006).
Environ 80 % de patients qui ont une AR stable sont séropositifs pour le FR, et sa présence
avec un titre plus élevé prédit un développement plus agressif et plus destructif de la maladie

(Firestein, 2003).

c. Les anticorps anti-peptide cyclique citrulliné

Les anticorps anti-peptide cyclique citrulliné sont les auto-anticorps les plus spécifiques de
I’AR constituant de ce fait une avancée majeure pour le diagnostic de cette maladie
(Nijenhuis et al., 2004). Ils peuvent étre présents chez plus de 80 % des patients de I’AR mais
d’une maniére primordiale sont présents seulement chez 0 — 1 % des sujets sains et chez 2 -5
% des sujets malades (Saleem et al., 2006). Les ACPA peuvent étre détectés tres
précocement, des années avant la manifestation des premiers symptdmes cliniques de la
maladie (Nijenhuis et al., 2004). Chez les patients avec des arthrites non différenciés, 93 %
parmi ceux qui sont positifs en ACPA sont diagnostiqués d’avoir un AR au bout d’une année

(Saleem et al., 2006).

L’histoire des ACPA est déja longue ; en 1964, un systéme d’anticorps hautement spécifique
de I’AR dirigé contre un composant protéique présent dans les granules cytoplasmiques des
cellules différenciées de la muqueuse buccale a été observé (Syed et al., 2008). L’antigéne est
désigné sous le nom de facteur périnucléaire alors que l'activité d'anticorps est devenue
notoire en tant qu'anti-facteur périnucléaire (AFP), ces AFP combine entre une haute
sensibilité (selon les patients étudiée, ils peuvent étre présentes chez 49 % - 91 % des patients
d’AR) et une forte spécificité qui peut aller de 73 % jusqu’a 99 % (van Boekel et al., 2002).
L’essai des AFP n’est jamais devenu populaire a cause de plusieurs inconvénients parmi eux
la difficulté d’interprétation des résultats obtenus par la mesure des anticorps par 1’utilisation

de ’immunofluorescence indirecte (van Boekel et al., 2002). En suite, en 1979 (Fabien et al.,
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2008), un groupe d’anticorps spécifique a I’AR nommés les anticorps anti-kératine (AAK) ont
été décrit. Ces auto-anticorps marquent des structures kératine-like sur des coupes
d’eesophage de rat mais ne reconnaissent pas des cytokératines comme il est suggeré par leur
nom, et ils peuvent étre détectés par immunofluorescence indirecte dans 36-59 % des sérums

d’AR avec une sensibilité de 88 — 99 % (Fabien et al., 2008 ; van Boekel et al., 2002).

Au début des années 1990, des études immunohistochimiques ont démontré que les AFP et
les AAK sont identiques et que 1’auto-antigéne ciblé par ces auto-anticorps est la filagrine
(Saleem et al., 2006). Cette derniére est une protéine impliquée dans 1’organisation de la
structure du cytosquelette dans les cellules épithéliales, synthétisée sous forme de
précurseur phosphorylé, la profilagrine (van Boekel et al., 2002). Au cours de la
différenciation des cellules épithéliales, la profilagrine est partiellement déphosphorylée et
clivée en 10-12 sous unités de filagrine (van Boekel et al., 2002), et qui devient antigénique
une fois déiminé (Figure 6). Ces modifications post-traductionnelles (Fréquentes au cours
d’inflammations) touchent un résidus argininyl par peptidylarginine diéminase produisant
alors un résidus citrulyl (Nijenhuis et al., 2004 ; Syed et al., 2008). La détection des ACPA
dans le LS des patients d’AR a été réalisée plutard par la technique d’ELISA en employant

des peptides cycliques citrullinés comme un antigéne.

Plusieurs études ont trouvés que la filagrine citrullinée ciblée par les AFP et les AAK n’est
pas exprimée dans la synoviale articulaire. Néanmoins, des investigations additionnelles ont
démontrées la production locale des anticorps dirigés contre des protéines ou peptides
citrullinés dans 1’articulation au niveau du site enflammé (Nijenhuis et al., 2004). Ces donnés
indiquent qu’il existe des protéines autres que la filagrine et qui ont subi une citrullination au

niveau de I’articulation (Nijenhuis et al., 2004).
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Figure 6. Conversion enzymatique de peptidylarginine en peptidylcitrulline par PAD. La
conversion de 1’acide aminé basique arginne en acide aminé neutre la citrulline

est essentielle pour I’autogénécité de la filagrine (Nijenhuis et al., 2004).

2. Les arthrites touchant les articulations synoviales

Les arthrites sont des inflammations qui touchent les articulations synoviales de milliers de
gents entrainant une douleur, une incapacité et dans certaines conditions la mortalité. Il est
trés difficile de comprendre les arthrites parce qu’ils existent sous une centaine de formes
reliées a diverses conditions dont les mécanismes et la réussite du traitement dépondent de

leur bonne compréhension et classification (Hughes, 2008).

2.1. Arthrites dégénératives ou ostéoarthrite

L’ostéoarthrite (OA) est I'une des maladies les plus importantes dans le domaine des
orthopédistes. C’est une maladie dégénérative plutdt qu’arthropathie inflammatoire, qui
touche tous les tissus de D’articulation en particulier le cartilage et 1’0os sous-adjacent
entrainant de ce fait une perte progressive du cartilage articulaire et une formation des
osteophytes résultant en des douleurs chroniques et des restrictions fonctionnelles de

I’articulation affectée (Hughes, 2008). Plusieurs facteurs peuvent étres impliqués dans le
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développement de I’OA qui, dans la plus part du temps, sont les événements traumatiques
causatifs, ainsi que d’autres facteurs comme la prédisposition génétique, les positions

défectueuses de I’articulation, le vieillissement et la malnutrition (Lorenz et richter, 2006).

Du point de vue clinique on distingue :

e OA nodale de la main : qui affecte les articulations interphalangiennes proximales et
distales de la main et selon Punzi et al. (2010), c’est la seule OA classifiée et proposée
comme inflammatoire. Plusieurs signes cliniques peuvent apparaitre incluant la
douleur, le gonflement des tissus mous comme la membrane synoviale, la rigidité et
des taux élevés en CRP.

e OA généralisée : terme utilisé pour décrire I’OA qui touche plusieurs articulations
avec ou sans implication de la main, impliquant, le plus fréqguemment, les articulations

qui dégénerent telle que les hanches, les genoux et les pieds (Vignon, 2000).

La figure 7 illustre les processus catabolique et anabolique normaux du cartilage, un
déséquilibre est ainsi créé entre ces deux processus lors de I’OA dont le mécanisme
responsable de la dégradation du cartilage dans cette maladie s’effectue en trois étapes. Dans
la premiére étape, Swales et Athanasou (2010) ont attribué 1’apparition d’une OA précoce aux
changements structuraux du cartilage articulaire, en effet sa teneur en eau est augmentée
tandis que la quantité de son composant macromoléculaire majeur "protéoglycane” est
diminuée sous I’action des enzymes de dégradation de la MEC exprimées de maniere intense
au niveau des chondrocytes. Cette étape se caractérise par la synthése des facteurs de
croissance et des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-a) par la membrane
synoviale et les chondrocytes, qui sont responsables de la synthése des inhibiteurs des
composants de la MEC. Tous ces événements se traduisent par une dégradation du collagéne
et des protéoglycanes et par conséquent la rigidité du cartilage sera réduite (Lorenz et richter,

2006 ; Swales et Athanasou, 2010). Dans la deuxiéme étape, les chondrocytes essaient de
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réparer la lésion de la MEC en augmentant leur prolifération et leur activité métabolique
(Lorenz et richter, 2006). Durant la troisiéme phase de progression de I’OA, les chondrocytes
seront incapables de controler I’effet destructif exercé sur le tissu cartilagineux, I’os sous-
chondrale exposé a la surface articulaire réagit avec les molécules de fibrines (régénération
fibro-cartilagineuse) formant une sorte de kystes appelés les nodules ostéochondrales qui font
distinguer I’OA des autres types d’arthrites (Lorenz et richter, 2006). Les fragments d’os et du
cartilage générés a la surface articulaire déclenchent une réponse immunitaire par la
membrane synoviale entrainant la formation d’un pannus, une sécrétion excessive du LS est
produite et parfois des vaisseaux sanguins nouvellement envahis peuvent étre trouvés
facilitant Dinfiltration des cellules inflammatoires au sein se [’articulation (Swales et

Athanasou, 2010).
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bFGF LIF?
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Figure 7. Contrble de I’hémostasie du cartilage par les cytokines. IL-1 (o et B) et TNFa
agissent sur leurs récepteurs spécifiques a la surface des chondrocytes pour induire
la synthése des MMPase responsable de la dégradation de la MEC. Cette
dégradation est inhibée par TGF-p et IGF-1et indirectement par IL-6. Inversement
TGf-B, IGF-1et bFGF agissent aussi sur leurs récepteurs spécifiques, incitant les
chondrocytes a produire les macromolécules de la MEC, cette production est
inhibée par IL-1(a et B) et TNFo (Westacott et charif, 1996).

Au cours de la progression de I’OA, on observe une formation d’auto-anticorps dirigés contre
les métabolites libérés dans ’articulation (Poole, 2003). Dans ce contexte, Myers (1999) a
suggéré que la plus part des molécules utilisées comme marqueurs dans le diagnostic de I’OA
sont libérées par le cartilage sous 1’action des enzymes de dégradation de la MEC telles que
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les collagénases (MMP-1), les gélatinases (MMP-2), stromelysine (MMP-3) et les
collagénases des neutrophiles (MMP-8 et MMP-13). D’aprés poole (2003), ces protéases sont
secrétées de maniere intense au cours de I’OA, et leur mesure dans le LS par des essais
immunologiques constitue un élément indicateur de la protéolyse des éléments tissulaires.
I’OA se caractérise par un clivage excessif et progressif des fibres du collagéne type I, ce
clivage est réalisé par les collagénases type II et par d’autres protéases et a comme résultat la
génération des néo-épitopes au niveau du site de clivage (Poole, 2003). L’apparition des néo-
épitopes constitués par le groupement C-terminal et N-terminale entraine une réponse
immunitaire qui se manifeste par la production des auto-anticorps spécifiques pour le
collagéne (Poole, 2003). Les aggrécanes sont clivés par deux types de protéases, les MMPase
et les aggrécanases dont les sites de clivage sont identifiés par des anticorps dirigés contre les
épitopes nouvellement formés. La formation des auto-anticorps specifiques pour les
aggrécanes n’est pas réalisée seulement par leur clivage mais aussi par le changement

structural des aggrécanes lié a la synthese augmentée de la MEC (Poole, 2003).

Selon Sipe (1995), les produits de dégradation du cartilage servent de marqueurs directs pour
I’évaluation de Pactivité et de la sévérité de I’OA, mais ne sont pas intensivement utilisés a
cause de leur sensibilité limitée. Néanmoins, Engstrom et al. (2009) ont montré qu’il existe
une association entre la CRP et la séverité, la douleur et les marqueurs de 1’inflammation

synoviale locale au niveau du genou affecté par une OA.

2.2. Arthrites inflammatoires

Les arthrites inflammatoires regroupent un grand nombre de conditions arthritiques dans
lesquelles on assiste a une inflammation synoviale. Ces inflammations touchent une
(monoarticulaires) ou plusieurs articulations (polyarticulaires), caractérisees par une douleur

et raideur matinales ou suite a un repos prolongé. En plus de I’arthrite rhumatoide (détaillé
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précédemment), on trouve parmi les arthrites inflammatoires la spondylarthrite séronégative

et les arthrites métaboliques (Hughes, 2008).

2.2.1. Spondylarthrite séronégative

La spondylarthrite (SA) forme un groupe de rhumatismes voisins inter-reliés mais
phénotypiquement distincts, dominés par la spondylarthrite ankylosante et le rhumatisme
psoriatique (Dougados et Baeten, 2011). Sur le plan anatomo-clinique, la SA combine de
facon variable des atteintes inflammatoires du squelette axial (articulations sacro-iliaques,
rachis, paroi thoracique antérieure) et des membres (enthésites, arthrites périphériques), ainsi
que des atteintes extra-articulaires particuliéres dont les plus fréquentes sont les uvéites
antérieures aigues, le psoriasis et les maladies inflammatoires cryptogénétiques de I’intestin
(Breban et al., 2011). La SA se caractérise particulierement par une enthésite et une synovite
qui résultent d’un processus inflammatoire non spécifique dont on ne connait pas la cause et
qui peut prendre un aspect destructeur qui la rapproche un peu plus de la synovite rhumatoide
(Fournié, 2004). Des investigateurs ont prouvé la contribution génétique pour la SA pouvant
atteindre 80% jusqu’a 90 %. Le pourcentage de concordance élevé entre les jumeaux
monozygotes (50 - 75%) comparé a celui des jumeaux dizygotes (15 %) confirme que la
présence de la maladie chez plusieurs membres de la méme famille est due aux causes
génétiques plutot qu’environnementales (Dougados et Baeten, 2011). En effet, cette maladie
est fortement associée a la présence d’un facteur de risque génétique majeur ; le complexe
majeur d’histocompatibilité de la classe | « HLA-B27 » (Dougados et Baeten, 2011). D’autre
part, les spondylarthrites se distinguent des autres inflammations articulaires par 1’absence des

autoanticorps dans le sang (Gran et Ostensen, 1998).

a. Spondylarthrite ankylosante

La spondylarthrite ankylosante est un rhumatisme inflammatoire chronique qui affecte le

squelette axial (articulations sacro-iliaques et rachidiennes) conduisant a une destruction
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structurale et une limitation fonctionnelle (Chen et al., 2011). D’aprés Gran et Ostensen
(1998), les manifestations cliniques semblent étre similaires chez les hommes et chez les
femmes. Plus récemment, Chen et al. (2011) ont rapporté que la maladie se produit
préférentiellement et de maniére fréquente et séveére chez I’individu jeune masculin. La
progression de la maladie semble étre lente et la probabilité d’implication des hanches
augmente avec I’avancement de la durée de la maladie (Chen et al., 2011). L’évidence d’un
endommagement radiographique spinale, érosion osseuse et rétrécissement de 1’espace
articulaire est en corrélation significative avec les marqueurs inflammatoires tels que la CRP

et le taux de sédimentation des érythrocytes (Chen et al., 2011).

b. Arthrite psoriatique

L’arthrite psoriatique (AP) est une SA inflammatoire chronique qui se produit en
combinaison avec une psoriasis, elle est généralement séronégative, caractérisée par 1’absence
du facteur rhumatoide (Duarte et al., 2012) et affecte la peau, les articulations et les enthéses
(Mease et al., 2009). La destruction progressive et irréversible observée au niveau de
I’articulation semble étre le résultat de la diffusion de I’inflammation jusqu’a le cartilage et
I’0s donnant naissance a un affaiblissement de la fonction articulaire (Narvaez et al., 2012).
L’AP partage les mémes concepts physiopathologiques de I’AR, cependant les acteurs
moléculaires ne sont pas tous identiques (Narvéaez et al., 2012). Selon Duarte et al. (2012),
cette maladie se caractérise par des changements au niveau de la réponse humorale (La
production des autoanticorps contre les antigenes dermiques et les antigénes de la membrane
synoviale ; la présence des complexes immunitaires circulants) et cellulaire (L’activation
d’une sous-population des lymphocytes T dont les CD4" sont majoritaires au niveau de la
peau, la membrane synoviale et les enthéses) du systéme immunitaire. Cependant, d’apres
Narvéez et al. (2012), I’AR et I’AP se différent par la localisation anatomique des lésions

inflammatoires, en effet I’AR est caractérisé par une synovite alors qu’au cours de I’AP,
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I’inflammation se manifeste par une enthésite. D’autre part, lorsque I’AP affecte plusieurs
petites articulations symétriques, il devient tres difficile de distinguer entre les deux maladies,
mais la présence des FR, ACPA, les nodules et les psoriasis fait 1’objet de distinction

(Narvéez et al., 2012).

2.2.2. Arthrites métaboliques

Les désordres métaboliques au niveau de [Darticulation sont a 1’origine de plusieurs
arthropathies métaboliques. Elles sont causées par le dépdt des cristaux (Chondrocalcinose)
de pyrophosphate de calcium ou d’urate monosodique (Forme ionisée de ’acide urique a pH
physiologique) dans le cartilage articulaire, les ménisques ainsi que dans la membrane
synoviale. La godte et la pseudogolte sont des exemples d’arthropathies métaboliques (Zarins

et Mclnerney, 1985).

a. Golte

La golite constitue une arthrite inflammatoire déclenchée par la cristallisation de ’acide
urique dans I’articulation (Smith et al., 2011) lorsque sa concentration dans les liquides
biologiques dépasse 68 mg/L (Lioté et Ea, 2007). La goute est généralement présente sous
forme d’une monoarthrite aigue affectant habituellement I’articulation métatarsophalangienne
du grand orteil, mais dans certains cas, la maladie affecte aussi d’autres articulations tel
que les pieds, les chevilles, les genoux, les coudes et les poignets (Smith et al., 2011).
L’hyperuricémie constitue le facteur de risque le plus prédisposant au développement de la
goute du fait qu’il existe une corrélation positive entre la concentration sérique de 1’acide
urique et la sévérité des crises aigues de la goute (Smith et al., 2011). D’autre part, Ea (2011a)
a montré¢ que la concentration plasmatique en acide urique dépond de 1’équilibre entre sa
synthese et son elimination, qui sont régulés a leur tour par des facteurs diététiques et
génetiques. Par conséquent, le déséquilibre entre la synthése et 1’excrétion rénale de ’acide

urique entraine une augmentation du taux dans le corps (Ea, 2011a). Cette derniére est due
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selon Smith et al. (2011) soit a 1’éthanol soit a la prise augmentée de nutriments riches en
purines (Viande, fruits de mer) dont le produit finale du catabolisme est 1’acide urique, ou par
des mutations affectant les transporteurs rénaux de ’urate et qui peuvent étre potentiellement

associés a une excrétion réduite de 1’acide urique.

b. pseudogodte

La pseudogolte est un terme utilisé pour décrire un syndrome similaire & celui de la godte
classique mais d’une sévérité moins intense (Hirose et Wright, 2007). Cette arthropathie est
caracterisée par une synovite inflammatoire chronique, causée par le dépdt des cristaux de
pyrophosphate de calcium au niveau du fibrocartilage accompagné, dans certains cas, par une
calcification significative au niveau du cartilage hyalin et des ligaments intra-articulaires
incluant les ligaments du genou (Zarins et Mclnerney, 1985). Si elle n’est pas traitée, la
pseudogodte peut se développer en OA dégénérative. La figure 8 montre 1’aspect blanc des
cristaux de pyrophosphate de calcium et les leucocytes (mononucléaires et fibroblastes)

infiltrés dans la membrane synoviale donnant I’aspect d’un pannus d’AR.

Figure 8. Dépbts des cristaux de pyrophosphate de calcium au niveau de la synoviale

articulaire, responsables de 1’induction de la pseudogotite (Zarins et Mclnerney,
1985).
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Les cristaux nouvellement formés entrainent 1’activation des cellules qui composent
’articulation (cellules endothéliales, synoviocytes, macrophages, et leucocytes infiltrées) soit
par interaction cristaux-membrane cellulaire ou par activation d’un ou de plusieurs récepteurs
membranaires aboutissant a la sécrétion d’IL-1p (Ea, 2011b). Apres la digestion des cristaux
par les neutrophiles attirés vers 1’articulation, ces dernier libérent le contenu de leurs
lysosomes dans 1’articulation en particulier les enzymes génératrices de ROS et une quantité
importante de prostaglandines et de leucotriéenes LTB4 impliqués dans I’activation de la
réaction inflammatoire (Afonso et al., 2007 ; Ea, 2011b). Tous ces événements déclenchent
une réponse inflammatoire aigue qui se manifeste par une fiévre caractéristique, gonflement et

des douleurs au niveau de I’articulation (Zarins et Mclnerney, 1985).

3. ROle de la XOR dans les maladies rhumatismales

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprtéine catalyse
I’oxydation de I’hypoxanthine et la xanthine en xanthine et acide urique respectivement,
durant la derniere étape du catabolisme des purines (Rouquette et al., 1998). Chez les
mammiferes, la XOR existe sous deux formes inter-convertibles, xanthine déshydrogénase
(XDH : EC 1.1.1.204) et xanthine oxydase (XO : EC 1.1.3.22). Ces deux formes peuvent
réduire 1’oxygéne moléculaire (Figure 9), alors que c’est seulement la XDH qui préfére le

NAD" comme un accepteur d’électron (Page et al., 1998).
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Figure 9. Réactions catalysées par la forme XDH et XO de la XOR. 1’O," : superoxyde,
H20, : peroxyde d’hydrogéne (Hill et Nishino, 1995).

D’aprés Rouquette et al. (1998), la XOR est considérée comme un potentiel générateur des
especes oxygéné réactifs (ROS), en plus d’autres nombreuses sources comme la chaine
respiratoire mitochondriale, le cytochrome P-450, P’activit¢é de la NADH oxydase, la

myéloperoxydase et NO synthase (Figure 10). La réduction de I’oxygéne moléculaire par la
XOR conduit a la formation du radical superoxyde (O,") qui constitue la premiéere forme

radicalaire capable d’agresser les composants cellulaires et matriciels. Afonso et al. (2007)
ont noté aussi, que parmi les fonctions pro-inflammatoires de 1’0, 1’agression des cellules

endothéliales et donc 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et la génération des
chimio-attractants, ayant comme résultat le recrutement des polynucléaires neutrophiles et des
macrophages dans les sites inflammatoires. L’hyperréactivité des neutrophiles et des
macrophages entraine 1’augmentation du stress oxydatif au niveau de 1’articulation. Sous
I’influence des conditions d’ischémie-réperfusion dans la synoviale arthritique, 1’influx
augmenté des radicaux libres produits par les monocytes et les granulocytes hyperractives,

convertit la forme XDH a la forme XO et par conséquent la génération d’une quantité

significative du radical O, et H,O, (Miesel et Zuber, 1993).
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Figure 10. Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de 1’oxygéne (Afonso et
al ., 2007).

Selon Wu et al. (2009), I’O,™ constitue également le précurseur d’autres espéces radicalaires
plus réactives comme le radicale hydroxyl (OH") formé par I’interaction de 1’O, " avec les ions

métalliques comme le fer et le cuivre (réaction de Haber Weiss). Par ailleurs, 1’0, peut

former le peroxynotrite (ONOQO") par combinaison avec 1’oxyde nitrique (NO). Il peut
également former le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) qui peut diffuser dans le cytoplasme et a

travers les membranes (Wu et al., 2009).

Certains de ces radicaux libres sont utilisés par 1’organisme comme médiateurs régulant des
foncions cellulaires, en revanche certains sont extrémement agressifs. En effet, Henrotin et al.
(2003) ont rapporté que le stress oxydatif joue un role dans les arthrites en dégradant non
seulement les membranes cellulaires et les acides nucléiques, mais aussi les composants

extracellulaires comme le collagéne et les protéoglycanes. Le stress oxydatif réduit
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indirectement les composants de la MEC via I’induction de 1’apoptose et 1’activation des
MMPase. Afonso et al. (2007) ont suggéré que le stress oxydatif est impliqué dans le
vieillissement et dans la dégénération du cartilage articulaire qui caractérisent I’arthrose. Le
stress oxydatif modifie aussi les protéines par oxydation, nitrosylation, nitration ou
chlorination des acides aminés spécifiques (Henrotin et al., 2003). Dans ce contexte, van der
Harst et al. (2006) ont démontré que la nitrotyrosine, marqueur de 1’attaque radicalaire
résultat de 1’oxydation de la tyrosine, est surexprimée dans le cartilage ostéoarthritique. Tous
ces produits de dégradation et d’oxydation des composants cellulaires entrainent
I’exacerbation de I’inflammation synoviale (Henrotin et al., 2003). Afonso et al. (2007) ont
soupconné une possible implication des radicaux libres dans 1’arthrite. En effet, le ONOO™
augmente I’expression des MMP-3 et diminue la synthése et 1’activité des inhibiteurs
tissulaires des MMPases, ainsi que le TNFa produit de fagon excessive au cour de I’AR est
décrit comme principal activateur de la production des ROS due a I’inhibition de la
superoxyde dusmitase. Le H,O; induit la production du facteur activateur des plaquettes
(PAF) par I’endothélium causant ainsi 1’adhérence des leucocytes via leurs récepteurs
(Miesel et Zuber, 1993). L’ensemble de ces changements aboutit & une augmentation de la

dégradation matricielle observé durant la pathogénése de I’AR (Afonso et al., 2007).
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Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Animaux et échantillons biologiques

e Des lapins males et femelles de race locale pesant de 600 a 700 g obtenus d’une ferme a
Ain Arnet, sont mis en adaptation avant ’expérience durant une période de 10 jours, logés

dans des cages en métal avec un accés libre a I’eau et la nourriture.

e Le lait bovin est fraichement obtenu d’une ferme a Guedjal, au sud de la ville de Sétif, et
traité directement a D’arrivée au laboratoire pour la préparation de la xanthine

oxydoréductase.

e Des couples de sang de liquides synoviaux sont prélevés des patients atteints
d’inflammations articulaires durant leurs examens périodiques chez des médecins privés au
niveau de la wilaya de Setif (Dr Bounouar, Dr N. Arrar), de la wilaya de Bordj Bou
Arreridj (Dr Krita) et au niveau de 1’hopital d’El-Eulma. Les liquides synoviaux et le sang
sont immédiatement centrifugés avec une vitesse de 3000 rpm a 4°C pendant 15 mn, puis

les surnageants sont répartis en petites aliquotes et gardés a — 20°C jusqu’a leur utilisation.

1.2. Réactifs

Les produits utilisés pour réaliser ce travail proviennent de Sigma et Fluka (Allemagne).
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2. Méthodes

2.1. Purification de la Xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) bovine a été purifiée a partir du lait bovin selon la
méthode utilisée dans notre laboratoire (Baghiani et al., 2003). Toutes les étapes de

purification ont été effectuées a 4°C.

2.1.1. Obtention de ’extrait brut

Le lait bovin fraichement récupéré est centrifugé des son arrivée au laboratoire avec une
vitesse de 5000 g pendant 30 mn (centrifugeuse Sigma 3K30 C). La creme collectée est
dissoute dans deux volumes de phosphate de potassium (K;HPO,4 0.2 M, EDTA 1 mM, DTT
5 mM) sous agitation pendant une heure. En présence de DTT I’enzyme sera libérée des
membranes lipidiques, puis centrifugée une deuxiéme fois avec la méme vitesse pendant 30
mn. La creme qui constitue les lipides est jetée, alors que le surnageant qui contient 1’enzyme
libéré est récupéré et filtré a travers la laine de verre. Les lipides restants sont solubilisés par
15 % (V/V) de butanol refroidi -20°C qui sont ajoutés au volume final du filtrat avec 15 %
(P/V) de sulfate d’ammonium, ajoutés petit en petit sous agitation pendant une heure. Le
mélange est centrifugé a 10000 g pendant 30 mn et le surnageant récupéré est filtré a travers
la laine de verre, la couche superficielle (lipides et butanol) est aspirée a 1’aide d’une pipette
Pasteur. Une deuxiéme précipitation de I’enzyme est effectuée par addition de 20 % de sulfate
d’ammonium ajouté graduellement au filtrat sous agitation pendant une heure, puis une autre
centrifugation est pratiquée a 13000 g pendant 30 mn. Un précipité marron est récupéré,
dissout dans un petit volume (25 ml) de tampon héparine constitué de NaH,PO, et Na,HPO,
25 mM, pH 6.2, et dialysé contre le méme tampon durant une nuit. L’extrait brut de la XOR
est obtenu aprés une élimination des impuretés par une derniere centrifugation a 35000 g

pendant une heure, et une filtration a travers une membrane de 0.45 pum.
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2.1.2. Purification de I’enzyme sur colonne d’héparine—agarose

La XOR montre une pseudo-affinité vis-a-vis a 1’héparine, cette caractéristique est utilisée
pour purifier cet enzyme par un fractionnement chromatographique. L’extrait brut de la XOR
est injecté dans une colonne d’héparine-agarose 4% préalablement équilibrée par un lavage
avec le méme tampon. Pour éliminer les molécules non fixées, la colonne est lavée par 30 ml
du tampon héparine avec un débit de 7 ml/h, ensuite I’enzyme est €lué par le méme tampon
contenant du NaCl a 0.2 M. La fraction éluée est dialysée pendant une nuit contre 2.5 | de
tampon bicine (Bicine 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8.3) puis répartie en petits volumes (0.5 ml a
1 ml) et conservée a -20°C jusqu’a son utilisation. La colonne est régénérée par un lavage par
du tampon héparine renfermant du NaCl 1 M puis conservée dans le méme tampon contenant

de I’azide de sodium (NaNs3) 1% (P/V).

2.2. Controle de pureté de la XOR

Pour évaluer la pureté de ’enzyme, un balayage spectrale et une électrophoreése sur gel de

polyacrylamide dans un milieu dénaturant en présence de SDS ont été effectués.

2.2.1. Spectre d’absorbance UV-VIS

La XOR se caractérise par un spectre d’absorbance spécifique. Un balayage spectrale est
effectué entre 200 et 700 nm. Selon Bray (1975) le rapport PFR (absorbance de protéines a

280 nm/ absorbance du centre FAD a 450 nm) est utilisé comme un indice de purete.

2.2.2. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS

Une deuxiéme méthode pour tester la pureté de la XOR est une électrophorese sur gel de
polyacrylamide en présence de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS-PAGE), (Laemmli, 1970). Le
gel de separation 10 % a été préparé dans un tampon Tris-HCI (0.375 M, pH 8.8) en présence
de 0.01 % de SDS (P/V), 0.0042% (V/V) de Temed (N,N,N’,N’ tetramethylethylene) qui sert

comme un initiateur et 0.01 % (P/V) de persulfate d’ammonium. Le gel de concentration a 5
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% d’acrylamide a été préparé dans du tampon Tris-HCI (0.125 M, pH 6.8) auquel sont ajoutés
0.01 % (P/V) de SDS, 0.001 % (V/V) de Temed et 0.01 % (P/V) de persulfate d’ammonium.
Les échantillons et les témoins de poids moléculaires connus (Sigma ; 30 KDa-220 KDa) ont
été préparés par chauffage dans un bain marie a 100° C avec un volume égal de SDS pendant
10 mn, apres le refroidissement le méme volume de la solution d’échantillon contenant Tris-
HCI (62.5 mM, pH 6.8), 20 % (V/V) du glycérol et 0.005 % (P/V) de bleu de bromophénol
est ajouté. L’électrophorése est effectuée en utilisant un tampon d’électrophorése Tris (0.3
%)-glycine (1.44 %)-SDS (0.1 %). Cette étape est débutée sous un bas ampérage (10 mA)
jusqu’a pénétration complete des échantillons dans le gel de concentration, et puis
I’ampérage est augmenté graduellement jusqu’a 36 mA. Apres un temps suffisant, les
protéines séparées sont fixées et colorées pendant deux heures dans une solution de coloration
contenant 0.2 % (P/V) de bleu de Coomassie R250 dissout dans 10 % (V/V) d’acide acétique
et 45 % du méthanol. La décoloration du gel est effectuée dans de 1’acide acétique 10 %

(V/V) jusqu’a transparisation satisfaisante.

2.3. Activité enzymatique de la xanthine oxydoréductase

L’activit¢ de la xanthine oxydoréductase purifiée et des échantillons étudiés (sérums et
liquides synoviaux) a été évaluée selon la méthode de Nakamura et Yamazaki (1982) par
spectrophotometre en aérobie et a la température ambiante dans un tampon phosphate
(NagHPO, 50 mM, NaH,PO4 0.5 mM, pH 7.4, EDTA 0.1 mM). L’activité totale (xanthine
déshydrogénase + oxydase) est estimée en suivant la production de 1’acide urique dans le
milieu réactionnel & 295 nm (coefficient d’absorption 9600 M™cm™) en présence de 100 uM
de xanthine utilisée comme substrat et 500 UM de NAD", par une quantité appropriée de la
XOR ou de I’échantillon. L’activité xanthine oxydase (XO) est déterminée en mesurant le

taux de I’oxydation de la xanthine en acide urique dans le milieu réactionnel en présence de
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100 uM de la xanthine mais en absence du NAD", le pourcentage de la forme XO est calculé

X : : : Activit é xanthi d
a partir de la relation suivante : X0 % = —————— 2% ¢ 100
Activit é totale

2.4. Préparation des anticorps anti-XOR Par immunisation de lapins

Des lapins sont immunisés selon Rousseaux-Prévost et al. (1989) avec modifications.
L’immunisation est réalisée par 200 pg de XOR dissoute dans 500 ul de PBS (pH 7.4, 10
mM, 0.9 % NacCl) et émulsifiée avec 500 pl de 1’adjuvant complet de Freund (ACF). Un ml
de cette solution est injecté par voie sous cutanée a différents points sur le dos du lapin. Cing
rappels espacés de 15 jours sont realisés en utilisant la méme quantité d’enzyme émulsifi¢e
avec I’adjuvant incomplet de Freund (AIF). Des prélévements sont effectués une semaine
aprés chaque rappel a partir de la veine latérale extérieure de 1’oreille. Aprés le dernier rappel,
les lapins sont égorgés et le sang total a été récupéré. Le sang collecté est laissé coaguler
pendant 4 heures a température ambiante puis & 4°C pendant une nuit. Le sérum obtenu est
centrifugé a 4°C avec une vitesse de 3000 rpm (Centrifugeuse Sigma 1-15 K) pendant 15 mn,

ensuite réparti en petits volumes (0.5 ml) et conservé a -20°C jusqu’a I’ utilisation.

2.5. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) pour le dosage des

anticorps anti-XOR

Pour determiner la quantité des anti-XOR (de lapin et humains) une technique d’ELISA
indirecte est utilisée, les étapes pratiquées sont illustrées par la figure 11 (Arrar et al., 2008).
Sur des plaques de microtitration 96 puits sont adsorbés 10 pg / ml de XOR diluée dans un
tampon carbonate-bicarbonate 50 mM, pH 9.6, (renfermant 0.01% d’azide de sodium). Les
plaques sont ensuite incubées pendant quatre heures a température ambiante (environs 20° C).
Aprés un lavage (trois fois) par le tampon PBS (10 mM, pH 7.4) contenant le Tween 20 (0.05
%, VIV), (PBS-Tw), les sites libres sont saturés a 1’aide de la caséine 2 % (P/V) dans le PBS-

Tw (200 pl / puits) pendant une nuit a 4° C puis une heure a température ambiante sous
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agitation. L’immun sérum ou le LS avec différentes dilutions est ajouté apres trois lavages au
PBS-Tw puis incubé a 37°C durant 90 mn. Des anticorps secondaires marqués a la
peroxydase dirigés contre les IgG de lapin (Sigma, dilués 1000 fois dans du PBS-Tween), les
IgG ou IgM humaines (Sigma, dilués 2000 fois dans du PBS-Tween) sont ajoutés et incubés a
37°C pendant une heure. La révélation de la réaction immunitaire se fait par 1’addition de 100
ul / puit de la solution de substrat (Citrate de sodium 0.1 M, pH 5 et Na,HPO, 0.2 M, pH 6)
contenant HyO, (0.01 %) et 1I’orthophenylene diamine (OPD, Sigma). Aprés une incubation a
I’obscurité pour environs 15 mn (Temps d’apparition d’une coloration jaune) la réaction est
stoppée par 1’ajout de 50 pl / puits de H,SO,4 (2N). L’absorbance de chaque puis est alors

évaluée a 490 nm a I’aide d’un lecteur d’ELISA (Biotech, USA).

2.6. ELISA pour le dosage des complexes XOR-anti-XOR

Pour déterminer le taux des complexes immunitaires XOR-anti-XOR, I’immun sérum de lapin
est dilué 40 fois dans le tampon carbonate-bicarbonate puis adsorbé sur plaques de
microtitration et les sérums et les liquides synoviaux sont ajoutés avec différentes dilutions.

Les étapes suivantes sont les mémes comme précédemment décrit (Figure 11).

2.7. ELISA pour le dosage du facteur rhumatoide

Pour déterminer la concentration sérique et synoviale en FR libres, les IgG humaines (Sigma)
sont coatees sur les plaques de microtitration avec une concentration de 5ug / ml (dilués dans
le tampon carbonate pH 9,6). Les sérums et les liquides synoviaux dilués dans le PBS-Tw
sont ensuite ajouteés et la révélation du FR s’effectue par 1’addition des anti-lgM humains
conjuguées a la peroxydase. Les étapes suivantes sont identiques a celles précédemment
décrites (Figure 11). Les FR en complexes IgM-IgG sont déterminés de la méme maniere que
les complexes XOR-Anti-XOR mais ce sont les anti-lgG humaines qui sont fixés avec une

concentration de 5ug / ml.
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2.8. Etude du sérum standard (sérum standard Std)

Un pool de sérums humains latex positifs (sérum standard Std Z1) a été employé pour la
titration des anticorps des serums et liquides synoviaux. Dans chaque plaque de microtitration
une série de dilutions du Std Z1 est utilisée pour étre considérée comme 100 %. La
détermination du taux des anticorps anti-XOR, des complexes immunitaires XOR-anti-XOR
et du FR libre, et complexe dans le Std Z1 est effectuée de la méme maniere mais en se basant
sur des concentrations connues en IgG ou IgM (gamme d’étalonnage) apreés fixation des

anticorps spécifiques de ces immunoglobulines.

2.9. Autres tests immunologiques

2.9.1. Détection du facteur rhumatoide par le test Latex

La présence des FR dans les sérums et les liquides synoviaux est détectée par le test
d’agglutination au Latex en utilisant des plaques appropriées (Behring, Germany)
conformément aux recommandations du fabricant. Un volume de 50 ul d’échantillon est
déposé sur la plaque-test, 50 pl des particules Latex (Suspension de particules de polystyrene
recouvertes de y-globuline humaine) sont ajoutés a coté des dépdts de 1’échantillon puis un
mélange a I’aide des batonnets est réalisé. Des sérums de control (Humains) positifs (Au
moins 20 Ul/ml) et négatifs (Maximum 1 Ul/ml) sont utilisés. Aprés deux minutes d’un
mouvement de rotation, des agrégats clairs sont observés dans 1’échantillon positif formeés par
I’agglutination des particules de Latex avec les FR. Les échantillons contenant moins de 20

Ul/ml sont considerés comme négatifs selon les recommandations du fabricant.
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Fixation des antigénes

BXOR (10 pg /ml), sérums de lapin anti-XOR (dilué 40 fois), des 1gG (5 pg/ ml) et anti-IgG (5
ug / ml), incubation 4h a T° ambiante.

Lavage 5mn par PBS-TW 3 fois

Blocage des sites libres par la caséine 2 % dans du PBS-TW une nuit a 4°C et une heure a

température ambiante

Lavage 5mn par PBS-TW 3 fois 1

Addition des sérums ou des liquides synoviaux avec différentes dilutions dans le PBS-TW

L’immun sérum, sérums ou liquides synoviaux humains, incubation a 37°C pendant 1h 30 mn

Lavage 5mn par PBS-TW 3 fois

Addition des anticorps marqués a la peroxydase dirigés contre les IgG, IgM humains ou contre
les 1gG de lapin avec une dilution 1/2000, 1 / 1000 respectivement, incubation a 37°C pendant 1h

Lavage 5mn par PBS-TW 3 fois l

Addition du substrat de la peroxydase (H,O, + OPD), arrét de la réaction par 50 pl de H,SO,

(2N), puis lecture a 490 nm apres 1’apparition de coloration.

Figure 11. Protocoles des ELISA utilisées pour le dosage des anticorps anti-XOR de lapin et
humains, des complexes immunitaires XOR-anti-XOR du et FR dans les sérums

et les liquides synoviaux humains.
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2.9.2. Détermination de la concentration de la protéine C-réactive

La concentration de la CRP est déterminée selon les recommandations du fabricant ; dépot de
50 pl d’échantillon sur la plaque-test suivis par un dépét de 50 ul de la solution d’absorbant
FR. Ensuite 50 pl d’une suspension d’anticorps monoclonaux anti-CRP humaine couplés a
des particules de polystyréne sont ajoutés. Apres un mélange en rotation a I’aide de batonnets
et incubation des plaques pendant 2 mn, une agglutination visible a I’ceil nu est formée par la
liaison de la CRP aux anticorps spécifiques couplés au polystyréne. Une agglutination nette
indique une concentration de CRP > 6 mg/l tandis que 1’absence d’agglutination montre une

concentration de CRP < 6 mg/I.

2.10. Etude statistique

Les résultats d’ELISA sont présentés sous forme de moyenne + SD et la signification de

différence entre la concentration des anticorps dans le sérum des patients et celle dans le

liquide synovial est testée par le test { de Student en utilisant le logiciel Graph Pad Prisme 5.

Une valeur de la probabilité p < 0.05 est considérée significative.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Purification de la xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) a été longuement connue d’étre présente en abondance
dans le lait bovin et humain et pouvant étre purifiée en appliquant des protocoles appropriés.
Au niveau de notre laboratoire, la XOR est purifiée en utilisant la technique décrite par
Sanders et al. (1997) modifiée par Baghiani et al. (2003). Dans ce protocole, I’extrait brut de
la XOR est obtenu a partir du lait bovin frais en présence du DTT apres plusieurs étapes de
centrifugation et de précipitation avec du sulfate d’ammonium. La XOR est ensuite purifié¢e
par chromatographie d’affinité sur gel d’héparine-agarose ou la XOR est adsorbée dans du
tampon héparine pH 6,2 et éluée avec NaCl 0,2 M dans le méme tampon. La XOR est obtenue
avec un rendement relativement faible comparé aux travaux de Sanders et al. (1997) et
Baghiani et al. (2003) qui ont obtenu des concentrations de 6,25 mg et 22.2 mg XOR /| de
lait, respectivement. Cependant, le rapport protéines flavine (PFR) était de 6.0 témoignant une
bonne puret¢ de la XOR purifiée. Il est a noter quun PFR proche de 5.0 présente une
meilleure pureté (Bray, 1975). La XOR purifiée montre un spectre UV-visible (250-700nm)
caractéristique avec trois pics majeurs a 280 nm, 350 nm et 450 nm (Figure 12). D’autre part,
I’électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-PAGE) montre que
I’extrait brut renferme plusieurs protéines (Figure 13 : ligne a) et la XOR purifiée avec deux
bandes majeures (Figure 13 : ligne b) de 146 et 126 KDa et deux bandes mineures de 113 et
80 KDa. Ces deux derni¢res peuvent étre la résultante d’un clivage enzymatique due a
I’incubation prolongée de la XOR aux enzymes protéolytiques le long de 1’expérience de la
purification, sans utiliser le PMSF (Phenylmethylsulphonyl fluoride) qui est un inhibiteur des

protéases a cause de leur absence dans notre laboratoire. En plus des deux bandes majeures
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qui correspondent a la XOR, I’extrait brut de la XOR contient plusieurs d’autres bandes de

poids moléculaires 117, 80, 74, 31 et 21 KDa.

1,5

0,5 -

0

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Figure 12. Spectre d’absorption UV-VIS (250-700 nm) de la XOR purifiée

(b) (©)

Figure 13. SDS-PAGE (10 %) de la XOR bovine purifiée. Ligne (a) : extrait brut de la XOR, ligne
(b) : XOR purifiée, ligne (c) : standards de poids moléculaires.
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L’estimation de I’activité enzymatique de la XOR en suivant la production de 1’acide urique
par I’oxydation de la xanthine nous a permis de conclure que 1’enzyme est totalement sous la

forme xanthine oxydase (923 nmoles/mn/mg).

2. Etude des anticorps de lapins anti-XOR

Dans cette partie de notre travail, trois lapins ont été immunisés avec la XOR bovine comme

illustré dans la figure 14.

| R1 R2 R3 R4 R5

(1 0 1 1

—
—
—
"

—

Période S1 S2 S3 S4 RT

d’adaptation

Figure 14. Différentes étapes de I’immunisation des lapins contre la XOR. Chiffres arabes
encadrés : jours a partir de la premiére immunisation, |: immunisation
(XOR+ACF), R : rappels (XOR+AIF), S : saignement, RT : récupération totale

du sang par décapitation des lapins.

La technique d’ELISA indirecte est utilisée pour la détermination des titres d’anticorps apres
trois semaines de I’immunisation puis une semaine aprées chaque rappel. La figure 15 montre
que les titres des anticorps augmentent significativement aprés le premier jusqu’au cinquiéme
rappel ou on observe une légere diminution. Cette diminution peut étre expliquée par I’arrivée
au plateau (maximum d’anticorps a fournir par I’animal) ou a une certaine tolérance
immunitaire a 1’antigéne aprés une immunisation prolongée (Dorner et Uhr, 1964). Nos
résultats montrent que les antiserums sont riches en anticorps anti-XOR avec une

séropositivité pouvant atteindre un titre de 102400 (Figure 16).
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Figure 15. Exemple de développement de la réponse immunitaire contre la XOR (L2).
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Figure 16. Titration de 1’antisérum de lapin immunisé avec la XOR par I’ELISA indirecte.
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3. Etude des anticorps anti-XOR dans des séerums et des liquides

synoviaux chez des sujets atteints d’inflammations articulaires

3.1. Etude des anticorps anti-XOR libres

L’étude des anticorps anti-XOR libres dans des sérums et liquides synoviaux des patients
atteints d’inflammations articulaires est effectuée par ELISA indirecte. Les quantités de ces
anticorps sont estimees en se basant sur un sérum de référence Std Z1. Il s’agit d’un pool de
sérums latex positifs qui contient des taux élevés en anticorps anti-XOR. La concentration des
anticorps anti-XOR de la classe 1gG et IgM, ainsi que la concentration des complexes
immunitaires XORIC (IgG et IgM), FR libre et complexe du sérum standard Z1 (Tableau 1)
sont déterminées en se basant sur une gamme d’étalonnage dont le tracé est représenté dans la
figue 17. L’effectif des malades et la concentration des anticorps libres (IgG et IgM)
specifiques de la XOR (Moyenne + SD) dans chaque type de maladie sont illustrés dans le

Tableau 2.

Tableau 1. Taux des 1gG et IgM anti-XOR libres et complexés avec la XOR, et le FR (IgM)
libre et en complexe dans le sérum standard Z1.

Anti-XOR XOR-anti-XOR FR
(kg/ml) (Hg/ml) (ug/ml)
IgG IgM IgG IgM Libre Complexe
1.51+0.31 22.52+7.6 3.17+0.14 18.22+5.29  228.05+118.72 115.01+41.01
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Figure 17. (A) Courbe d’étalonnage utilisée pour déterminer la concentration des IgG anti-XOR
libres et en complexe, (B) et celle des IgM anti-XOR libres et complexés avec la XOR,

et le FR (IgM) libre et en complexe dans le sérum standard Z1.

Tableau 2. Concentrations des 1gG et IgM anti-XOR libres dans les couples de sérums et des

liquides synoviaux des patients atteints d’inflammations articulaires.

Maladie 19G (ng/ml) IgM (ug/ml)
Sérum LS Sérum LS
PR (n=2) 1.21+0.5 1.43+0.15 17.8+6.7 19.9+7.2
Arthrose (n=5) 0.62+0.08 0.7+0.12 11.61.2 11.12+3.08
Arthrite (n=6) 1.08+0.3 0.9+0.31 14.6+3.93 12.92+3.81
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Dans la catégorie des patients atteints de la PR, nos résultats montrent qu’ils n’y’a pas de
différence significative entre la concentration des 1gG anti-XOR dans les sérums et celle dans
les liquides synoviaux : 1.21 = 0.5 pg/ml (80 % du Std Z1) et 1.43 £ 0.15 pg/ml (95.36 % du
Std Z1), respectivement. La méme constatation est faite en ce qui concerne la concentration
des IgM anti-XOR des mémes patients dont elle est de 17.8 + 6.7 pug/ml (79,05 % du Std Z1)
dans les sérums et 19.9 + 7.2 pg/ml (88,24 % du Std Z1) dans les liquides synoviaux. Par
contre, la différence entre ces deux classes d’immunoglobulines est significative et on
constate que le taux des IgM anti-XOR excede presque 15 fois celui des IgG dans le sérum et

14 fois dans le LS (Figure 18).

Malgré que les quantités des anticorps que nous avons trouvés sont plus faibles, nos résultats
concordent avec ceux obtenus par Arrar et al. (2008) dans leurs étude réalisée sur des sérums
d’un groupe de 36 patients atteints de I’AR ou ils ont trouvé que la concentration des IgM
anti-XOR est 25 fois plus élevée que la concentration des 1gG (133.43 + 101.98 contre
5.34.18 + 2.88 pg/ml) chez les RA", et 11 fois plus élevée chez les RA™ (60.76 + 38.39 contre
5.55 + 2.06 pug/ml). La différence observée dans les taux des anticorps anti-XOR peut étre due
au petit nombre que nous avons examiné (2 cas) qui représentent probablement la limite
inférieure. Le fait que les concentrations détectées en IgM spécifiques pour la XOR dans nos
¢chantillons soient plus élevées que les IgG peut étre du aux effets d’'une immunisation
interne. En effet, Bruder et al. (1984) ont supposé que les anticorps dirigés contre la XOR
peuvent étre générés par I’exposition de la XOR intrinséque au systéme immunitaire. Cette
enzyme peut étre présente dans la circulation sanguine soit suite a sa libération au cours des
Iésions tissulaires comme 1’endothélium capillaire qui est riche en XOR (stimulation

endogéne) soit elle peut étre fournie suite a la consommation du lait bovin.
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Figure 18. (A) Comparaison entre la concentration des 1gG et des IgM anti-XOR libres dans les

sérums, et (B) les liquides synoviaux des patients atteints d’inflammations articulaires.

On discute les deux sources, endogene et exogéne de la XOR. Rouquette et al. (1998) ont

trouvés la XOR dans le cytoplasme des cellules épithéliales et endothéliales, mais elle est
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localisée d’une manicre intense dans la région périnucléaire suggérant donc son role dans la
production des ROS et par conséquent 1’activation des facteurs de transcription tel que le
facteur de transcription nucléaire (NF-kB) qui a son tour joue un réle dans I’inflammation par
la régulation de la transcription des génes codant pour plusieurs cytokines et médiateurs
inflammatoires (oxyde nitric synthase, la cyclooxygénase 2, les moclécules d’adhésion)
(Smith et al., 2011). Comme ils ont trouvé que la XOR est localisée dans les régions
cellulaires externes suggérant le role de I’enzyme dans la communication intercellulaire
impliquant la signalisation via la production des ROS. Tandis que Stevens et al. (1991) ont
attribué la présence de ces anticorps dans le LS a la libération de la XOR localisée dans
I’endothélium de la membrane synoviale au sein de la cavité articulaire. Le phénomeéne qui est
expliqué selon Mor et al. (2005) par I’hyperplasie de la membrane synoviale au cours du
développement de I’AR et a la sécrétion des enzymes par les fibroblastes stimulées au sein de

P’articulation.

D’autre part, la détection des anticorps dirigés contre la XOR dans le sang peut étre due a une
stimulation du systeme immunitaire par la XOR exogene, fournie du lait bovin et qui contient
selon Page et al. (1998) une quantité assez importante de cet enzyme associée avec les
membranes des globules gras des cellules épithéliales mammaires. En effet, Ho et al. (1976)
ont rapporté qu une partie de la XOR apportée par 1’alimentation échappe a la dégradation par
le milieu acide ou protéolytique de I’estomac et des intestins, respectivement. Vu son
caractere lipophile, cette enzyme est donc absorbée par les intestins sous forme intacte et

rejointe la circulation sanguine.

Chez les patients affectés de la PR, la présence d’une concentration en anticorps anti-XOR
dans le LS presque identique a celle trouvée dans le sang peut étre expliquée selon Timoney
et Yarkoni (1976) a I’augmentation de la perméabilit¢é de la membrane synoviale aux

protéines et aux cellules plasmatiques et leur accumulation par la suite dans le tissu synovial.
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Il est raisonnable d’assumer qu’au moins une partie de ces immunoglobulines est synthétisée
localement au niveau des articulations arthritiques par les cellules infiltrées a travers la
membrane synoviale et sont ensuite libérées dans le LS. D’autre part, Timoney et Yarkoni
(1976) ont suggéré qu’une partie de ces immunoglobulines spécifiques pour la XOR résulte
de I’effet non spécifique de ’arthrite sur la perméabilité de la barriére synoviale aux protéines
plasmatiques notamment les anticorps. Néanmoins, il existe un autre facteur qui complique
I’interprétation de la distribution des anticorps spécifiques pour la XOR entre le sang et le LS
et qui se manifeste par I’échappe des protéines localement synthétisées ou infiltrées a travers
la membrane synoviale via les canaux lymphatiques participant de ce fait a la formation des

concentrations sanguines en anticorps anti-XOR (Timoney et Yarkoni, 1976).

Dans le cas d’arthrite, les IgG anti-XOR sont présentes aussi presque avec la méme
concentration dans les sérums (1.08+0.3 pg/ml, 72.03% du Std Z1) et les liquides synoviaux
(0.9+£0.31 pg/ml, 59% du Std Z1). Ce phénomeéne est aussi observé avec les IgM qui sont
présentes avec une moyenne de 14.6+3.93 pg/ml (64.84% du Std Z1) et de 12.92+3.81 pug/mi
(57.37% du Std Z1) dans les sérums et les liquides synoviaux, respectivement (Tableau 2).
La différence significative (p < 0.0001) entre le taux des 1gG et celui des IgM anti-XOR
(Dans le sérum ou dans le LS) est en accord avec les résultats trouvés par Al-Muhtaseb et al.
(2011). Dans le sérum les IgM anti-XOR excédent de 13.5 fois les IgG anti-XOR et 14 fois

dans le LS (Figure 18).

Chez les atteints de I’arthrose il n’existe pas de différence significative entre la concentration
des 1gG anti-XOR dans les sérums (0.62 + 0.08 pg/ml, 41.32 % du Std Z1) et dans les
liquides synoviaux (0.7 £ 0.12 pg/ml, 45.47 % du Std Z1). Le méme résultat est observé pour
les IgM présentes avec des concentrations de 11.6 £ 1.2 pg/ml (51.39 % du Std Z1) et de
11.12 + 3.08 pg/ml (49.35 % du Std Z1) dans les sérums et dans les liquides synoviaux,

respectivement. D’autre part on constate que les IgM anti-XOR sont significativement sont
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majoritaires (p < 0.0001) dépassant les IgG anti-XOR de 18.7 fois dans le sérum et 16 fois

dans le LS.

La similarité dans la concentration des anticorps libres (IgG ou IgM) dirigés contre la XOR
dans le sérum et le LS chez les trois catégories de patients n’est pas générale puisque certains
patients font exception. Chez le malade 9 (Annexe 1) qui est atteint de PR, on a observé une
différence significative (p < 0.0078) ou la concentration des IgG anti-XOR dans le sérum
(0.86 + 0.2 pug/ml) est plus faible que celle trouvée dans le LS (1.33 £ 0.16 pg/ml). Ceci peut
étre expliqué par le fait que I’inflammation articulaire augmente la perméabilité vasculaire
synoviale et par conséquent le passage des protéines du sang vers le LS y compris les
anticorps (Damiano et Bardin, 2004) ou par [infiltration des cellules plasmatiques
synthétisantes des immunoglobulines dans le tissus synovial (Jones et al., 1982). Ces résultats
peuvent témoigner que qu’il y a une synthése locale des anticorps anti-XOR dans le tissus

synovial et qui va enrichir la concentration de ces anticorps dans le LS que dans le sang.

D’autre part, nos résultats montrent que les liquides synoviaux de deux patients atteints des
arthrites contiennent moins d’anticorps que leurs sérums. Prenant comme exemple le patient
13 (Annexe 1) ou la concentration en 1gG anti-XOR (9.54 + 0.7 pg/mg) dans le sérum est
significativement (p < 0.0212) élevée que celle dans le LS (0.7 £ 0.12pg/ml). Chez le malade
3 (Annexe 1), la concentration des IgM anti-XOR (13.38 + 1.66pug/ml) dans le sérum est
significativement (p < 0.011) plus élevée que celle dans le LS (9.77 £ 0.5 pg/ml). Tel résultat
peut indiquer que dans le LS, une partie de ces anticorps est liée aux tissus ou elle est
impliquée dans la formation des complexes immunitaires et de ce fait, d’autres techniques

sont nécessaires pour leurs détection (Al-Muhtaseb et al., 2011).
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3.2. Etude des complexes immunitaires XOR-IC (IgG et IgM)

Le taux des complexes immunitaires XOR-IgG ou XOR-IgM dans les échantillons étudiés
(Sérums et liquides synoviaux) est déterminé en utilisant la technique de I’ELISA sandwich.
Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 3. Le sérum Std Z1 (100%) a été employé

pour reférence (Tableau 1).

Tableau 3. Concentration des complexes immunitaires XOR-1gG et XOR-IgM déterminés
par ELISA dans les couples de sérums et liquides synoviaux des patients

atteints d’inflammations articulaires.

XOR-1gG anti-XOR (ug/ml) XOR-IgM anti-XOR (pg/ml)

Maladie Serum LS Serum LS
PR (n=2) 2.4+0.33 2.53+0.75 19.42+3.28 21.08+4.33
Arthrose (n=5) 2.07+0.4 2.5+0.5 14.06+3.38 13+2.1
Arthrite (n=6) 2.7+0.32 2.31+0.8 14.82+2.4 14.8+3.09

Dans les trois catégories de patients, 1’étude de 1’estimation de la concentration des XORIC
contenant les IgG n’a pas montrées une différence significative entre le sérum ; 2.4 + 0.33
pg/ml pour les atteints par la PR, 2.7 £ 0.32 pg/ml pour les patients atteints par des arthrites et
2.07 = 0.4 pg/ml pour les patients affectés de I’arthrose et le liquide synovial ; 2.53 + 0.75
ug/ml (PR) ,2.31 £ 0.8 pg/ml (arthrites) et 2.5 + 0.5 pg/ml (arthrose). Ces résultats sont
présentés dans la figure 19 (A). Cependant, le malade 8 et 12 (Annexe 1) ont fait I’exception
ou la concentration des XOR-IC (IgG) dans le LS est significativement (p < 0.0114 et p <
0.0058, respectivement) plus élevée que celle dans le sérum. Ces complexes immunitaires
sont présents dans le LS, pour le malade 8, avec une moyenne de 3.18 + 4.23 pg/ml et de 2.72
+ 0.44 pg/ml pour le malade 12. Alors que dans le sang, ils sont présents avec 2.38 + 0.01
pg/ml pour le malade 8 et 1.39 + 0.26 pg/ml pour le malade 12. Ces résultats montrent que les

concentrations remarquablement élevées en IgG complexés avec la XOR dans 1’articulation
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peuvent se diriger a 1’origine locale de la synthése des complexes immunitaires chez ces deux

patients qui sont affectés par la maladie d’arthrose (poole, 2003).
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Figure 19. Comparaison entre les concentrations des XORIC : (A) 1gG, (B) IgM dans les
sérums et dans les liquides synoviaux des patients atteints d’inflammations

articulaires.
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Egalement, notre étude n’a montré aucune différence dans la concentration des complexes
XOR-IgM chez les trois groupes de malades, entre le sérum et le LS en particulier dans le cas
des arthrites. Dans les sérums, ces anticorps sont présents avec 19.42 + 3.28 pg/ml (PR),
14.82 £ 2.4 pg/ml (Arthrites) et 14.06 + 3.38 pg/ml (Arthrose). lls sont présents dans les
liquides synoviaux avec 21.08 * 4.33 pug/ml (PR), 14.8 = 3.09 pg/ml (Arthrites) et 13 + 2.1
ug/ml (Arthrose). Ces résultats sont exprimés dans la figure 19 (B). Il est a noter que chez le
malade 6 atteint d’arthrite (Annexe 1) la concentration des XOR-IC (IgM) dans le LS (12.3
pg/ml) est significativement (p < 0.05) plus élevée que celle trouvée dans le sérum (10.85 +

0.3 pg/ml).

Comme dans le cas des anticorps libres on constate que chez la catégorie des patients atteints
de la PR, les XOR-IC contenant les IgM sont significativement majoritaires (P< 0.05) et
dépassent de 8 fois ceux contenant les 1gG soit dans le sang ou dans le LS, (Figure 20).
Egalement, chez les patients qui souffrent d’arthrites et d’arthrose, la différence est plus
significative (P<0.0001). Les XOR-IC contenant les IgM excéedent de 5.5 fois les XOR-IC
contenant les 1gG dans le sérum (Figure 20 A) et de 6.4 fois dans le LS (Figure 20 B) des
patients affectés par les arthrites. Dans la catégorie des patients atteints de 1’arthrose, les
XOR-IC contenant les IgM excédent de 6.8 fois ceux contenant les IgG dans le sérum (Figure

20 A) et de 5 fois dans le LS (Figure 20 B).

Cette concentration élevée en XOR-IC (IgM) est confirmée par les travaux de Arrar et al.
(2008) qui ont trouvé que le rapport des XOR-IC formés par les IgM au ceux formés par les
IgG est de cing fois dans le LS des patients atteints de la PR et de sept fois dans le LS des
patients soufrant d’autres types d’inflammations articulaires. Ces résultats concordent avec les
travaux réalisés par Al-muhtaseb et al. (2011) qui ont trouvé que le LS des patients affectés
par la PR contient 90.34 £ 74.96 pg/ml des XOR-IC (IgM) et 77.06 + 38.74 pg/ml des XOR-

IC (1gG) mais avec des rapports moins importants.
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Figure 20. (A) Comparaison entre la concentration des XOR-IC contenant les I1gG et les IgM dans le

LS et (B) dans le sérum des patients atteints d’inflammations articulaires.

Pour évaluer toute corrélation possible entre le titre de ces XOR-IC et la sévérité de la
maladie, on a comparé ente le taux des XOR-IC (IgG et IgM) chez les trois catégories de

maladies. En ce qui consterne les XOR-IC de type IgG, il n’existe pas de variation
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significative entre la PR et les deux autres types de maladies articulaires. Cependant les
sérums des patients affectés des arthrites contiennent la concentration la plus élevée (p <
0.021) en XOR-IC (IgG) par rapport aux patients qui souffrent d’arthrose et qui représente
une maladie dégénérative plutdt qu’inflammatoire (figure 21 A). D’autre part notre étude n’a
montrée aucune différence entre ces deux types de malades concernant la concentration des
XOR-IC (IgM). Mais ce sont les patients atteints de la PR qui semblent avoir la concentration
la plus élevée (p < 0.0139) en XOR-IC (IgM) dans le LS en comparant avec ceux qui ont une

arthrose (Figure 21 B).

Ces titres elevés en anticorps XOR-1gM anti-XOR chez les patients atteints de la PR peuvent
étre dues a la présence d’un taux élevé de la XOR dans le LS. En effet, plusieurs études ont
montré que la PR et a moindre degrés les autres inflammations articulaires comme les
spondylarthrites séronégatives et la pseudogoite, sont caractérisés par la formation d’un
nouveau réseau vasculaire favorisant de ce fait I’hyperplasie de la membrane synoviale et le
recrutement des cellules inflammatoires dans le pannus et qui vont libérer a leurs tour des
enzymes impliqués dans la génération des ROS au sein de ’articulation (Zarins et Mclnerney,
1985, Fournié, 2004 ; Ozgocmen et al., 2004). Parmi ces enzymes on site la XOR, qui est
considérée comme un agent pathogéne impliqué dans la destruction du cartilage et 1’érosion
de l’os, suggérant de ce fait une corrélation positive entre le taux de ’enzyme et la sévérité de

la maladie articulaire (Al-Muhtaseb et al., 2011).
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4. Etude du facteur rhumatoide libre et en complexe

Les FR jouent un rdle important dans I’AR et jusqu’a récemment ils ont été considérés
comme le prédictif le plus valable de I’activité et de la progression érosive de I’AR (Dao et
Cush, 2006). Peu d’études se sont intéressées a la comparaison des FR libres et en complexes
et leur relation avec la sévérité de la maladie articulaire. Pour cette raison, notre étude a porté
sur la détermination des IgM-FR sous forme libre et en complexe. D’autre part, nous nous
sommes intéressés a la comparaison des titres des RF (libres et en complexes) chez les trois
types de malades. Cette recherche dans les couples de sérum et LS est réalisée par le test
d’agglutination au latex (Annexe 1) et par ’ELISA indirecte et sandwich (Tableau 4) en
utilisant les IgG comme antigene ou des anti-lgG humaines comme anticorps capteurs. Les
résultats ont montré que tous les sérums négatifs en latex sont positifs en ELISA (sauf dans le
cas des malades 6,7 et 12 ou I’ELISA a montrée que ces patients sont positifs pour les FR
libres et négatifs pour les FR complexes). Ces résultats sont en accord avec les travaux de
Arrar et al. (2008). Tels résultats peuvent étre expliqué par le fait que la technique d’ELISA
est plus sensible que la technique d’agglutination classique et que la mesure du FR (IgM) par
le test d’agglutination au latex fournie des résultats significativement moins positifs que Ceux

mesurés par la technique d’ELISA (Syed et al., 2008).

Tableau 4. FR libre et en complexe déterminés par I’ELISA dans les couples des sérums et

des liquides synoviaux des patients atteints d’inflammations articulaires.

FR libre (ng/ml) FR complexe (pg/ml)
Maladie Sérum LS Sérum LS
PR (n=2) 92.14 £80.9 94.4 +69.2 48.43 +29.9 41.66 +20.2
Arthrose (n=5) 37.6+£5.75 34.86 £5.26 17.6 £5.31 146 £2.23
Arthrite (n=6) 33.91 +£24.03 25+18.31 2432057 23.72+14091
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Nos résultats montrent que le titre du FR libre n’est pas significativement vari¢ entre le
sérum ; 92.14 + 80.9 pg/ml pour les patients affectés de la PR, 33.91 + 24.03 pg/ml pour les
patients souffrants d’arthrite et 37.6 + 5.75 pg/ml pour les patients affectés d’arthrose et le LS
94.4+69.2 pg/ml (PR), 25 £ 18.31 pg/ml (Arthrite) et 34.86 = 5.26 pg/ml (Arthrose), (Figure
22 A). Le méme resultat est observé concernant la concentration du FR complexe dans le
sérum ; 48.43 + 29.9 pg/ml pour les patients affectés de la PR, 24.3+20.57 pg/ml pour les
patients souffrants d’arthrite et 17.6 £ 5.31 pg/ml pour les patients affectés d’arthrose et dans
le LS; 41.66 = 20.2 pg/ml (PR), 23.72 + 1491 pg/ml (Arthrite) et 14.6 £ 2.23 pg/ml
(Arthrose), présenté dans la figure 22 (B). Cette similarité de répartition du FR entre le sang
et ’articulation concorde avec les résultats trouvés par Jones et al. (1982) concernant le FR-
IgG, alors qu’ils ont trouvé que le titre du FR-IgM et IgA est plus faible dans le LS. D’autre
part on a observé que dans le LS des patients atteints de la PR, le titre du FR libre (94.4 + 69.2
pg/ml) est significativement (p < 0.0412) plus €élevé que celui trouvé chez les patients affectés
par des arthrites (25 + 18.31 pg/ml), (Figure 23 A). Le méme résultat est observé aussi
concernant le titre du FR complexe (41.66 £ 20.2 pg/ml), (Figure 23 B) et qui est
significativement (p < 0.0384) plus élevé que celui trouve chez les patients atteints de
I’arthrose (14.6 + 2.23 pg/ml). Ces résultats confirment la corrélation entre les taux des FR et
la sévérité de la maladie puisque la PR représente un degré avancé par rapport aux autres
inflammations étudiées. En effet, Jones et al. (1982) ont rapporté qu’une fois la maladie
articulaire est établie, une inflammation chronique de la synoviale semble étre la conséquence
d’une auto-immunité appelée FR et son complexe antigene-anticorps. lls ont comparé le
rapport de la concentration de 1’albumine dans le LS et dans le sérum (albumine dans le LS /
albunine dans le sérum) des patients atteints de I’AR (0.57 - 0.7) et d’autres arthropathies
inflammatoires non classées (0.43), et ils ont trouvé que ce rapport est plus élevé chez les

patients atteints d’AR.
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72



(A)

0.201

0.154
IS
{@))
£
-  0.104
S
o
LL

0.054

Sérum
Hl PR B Arthrite 1 Arthrose
(B)

0.101

0.084
E
()]
E  0.06
(D]
X
@
£
E  0.04-
(&)
o
T

0.024

Sérum LS
E PR Bl Arthrite 1 Arthrose

Figure 23. (A) Comparaison entre les titres du FR libre dans le sérum et dans le LS des patients
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Tel résultat témoigne que I’inflammation est plus sévere dans la synoviale de I’articulation
affectée par I’AR. En effet, la perméabilité estimée par le rapport de la concentration de
I’albumine entre le LS et le sérum est plus grande, ce qui permet l’infiltration des
lymphocytes dans I’articulation. Plus récemment, Chou et al. (2002) ont suggéré que le FR
soutient I’inflammation dans 1I’AR par leur association au fragment Fc ou F (ab) , des IgG
suivi par I’activation du complément et la production de molécules pro-inflammatoires par les
macrophages et les neutrophiles, ainsi les ROS amplifiant la réaction inflammatoire synoviale
observée au cours de I’AR (Fabien et al., 2008). L’évidence de la contribution de I’activation
du complément dans la pathogénése de I’AR est donnée selon Linton et al. (2000) par la
détection de la présence des composés solubles résultants de 1’activation du complément par
la voie classique et alterne dans le LS d’une articulation enflammée, et ensuite par leur
consommation, ainsi par le dépot du complexe majeur d’attaque membranaire a travers la
membrane synovial. Syed et ces collaborateurs (2008) ont rapportés aussi que I’I[gM-FR est
présent chez les patients de I’AR qui manifeste un développement prolongé de la maladie
avec une incapacité fonctionnelle. D’autre part, lorsqu’on compare entre les titres sériques en
FR libre et en complexe, ainsi qu’entre les titres synoviaux en FR libre et en complexe, les
patients affectés de la PR et des arthrites n’ont pas montré une différence significative. Alors
que chez les patients affectés par une arthrose, on a trouvé que le FR libre sérique de 37.6 +
5.75 pg/ml est significativement (p < 0.0027) plus élevé que celui en complexe 17.6 + 5.31
pg/ml. La méme constatation est faite concernant le FR libre synovial de 34.86 + 5.26 pg/mi

qui est significativement (p < 0.0002) plus élevé que celui en complexe de 14.6 + 2.23 pg/ml.
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5. Mesure de la protéine C-réactive

A T’état normale, la CRP existe sous forme de trace dans le sang, mais quelques minutes
aprés I’événement aigu, une blessure, une inflammation ou une infection, on observe tres
rapidement une augmentation de la concentration de cette protéine jusqu’a 1000 fois sa
concentration initiale (Otterness, 1994). Dans les maladies inflammatoires chroniques, la
concentration de la CRP reste augmentée et montre une certaine corrélation avec 1’activité de
la maladie. Par ces caractéristiques et a cause de la reproductibilité et I’accessibilité rapide du
dosage, la CRP constitue le meilleur marqueur pour dépister un processus inflammatoire ou

une infection (Roger et al., 2009), ce qui justifie notre choix pour utiliser ce test.

Nos résultats montrent que chez les patients (9 et 11) atteints de la PR (Annexe 1), la
concentration serique et synoviale en CRP est élevée, dépasse 6 mg/l. Dans ce contexte,
Saleem et al. (2006) ont montré que des taux élevés en CRP ont été détecté dans le sérum des
patients atteints de I’AR, le plus souvent pendant les deux ans qui précedent le début des
symptomes. Ces concentrations ¢élevées en CRP sont dues a ’effet stimulateur des cytokines
proinflammatoires comme 1I’IL-6 et TNFa. (Sipe, 1995), et qui sont produites en exces par les
macrophages activées au cours de la pathogénése de I’AR (van Leeuwen et al., 1995). Alors
que la réduction de la concentration de la CRP est effectuée par l’action des agents
antirhumatismaux qui ont pour cible ces cytokines (Sipe, 1995). Il est intéressant de noter que
les cytokines proinflammatoires possedent des inhibiteurs physiologiques, et que la
production importante de 1’antagoniste du récepteur de I’'IL-1 (IL-1Ra) dans le liquide
articulaire de I’AR est un de ces mécanismes de régulation comme le souligne le fait que les
animaux déficients pour le géne de I'IL-1Ra développent spontanément des arthrites
similaires a celles de I’AR (Falgarone et al., 2005). Du fait que des taux éleves en CRP sont
observés au cours d’inflammation et des infections, cette protéine est un marqueur pour

plusieurs maladies autres que I’AR (Otterness, 1994), comme il est démontré par notre étude
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ou la majorité des patients (Annexel) atteints d’arthrites et d’arthrose sont séropositifs pour le
test CRP. Néanmoins, chez certains d’entre eux, les liquides synoviaux sont négatifs en CRP.
Ceci est expliqué selon Otterness (1994) par le fait que les taux de la CRP sont plus élevés
dans la circulation sanguine que dans le LS, résultat de la synthése de cette protéine dans le

foie.
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Discussion générale

Dans notre étude réalisée sur des sujets atteints d’inflammations articulaires (PR, arthrite et
arthrose), la XOR bovine a été purifiée afin de I’utiliser comme antigene pour la détection des
anticorps dirigés contre cette enzyme et qui semble avoir un role dans les maladies
rhumatismales (Afonso et al., 2007). Nous avons montré I’existence d’une réactivité entre les
échantillons (sérum et liquide synovial) des trois catégories de patients et la XOR bovine, ce
qui confirme 1’existence des anticorps appropriés. Bruder et al. (1984) ont attribué la présence
de tels autoanticorps dans le sang a 1’auto-immunisation contre la XOR qui peut étre générée
suite aux lésions de I’endothélium vasculaire ou a une immunisation exogene par la XOR
contenue dans le lait bovin. Stevens et al. (1991) ont attribué la présence des anticorps anti-
XOR dans le LS a la libération de la XOR au sein de I’articulation apres I’hyperplasie de la
membrane synoviale de I’articulation enflammée. Dans notre étude nous avons essayé de
trouver une relation entre les taux des anti-XOR dans les deux compartiments (sérum et LS)
en vu d’avoir une idée sur le site de leur synthése et/ou des échanges de ces anticorps. N0OS
résultats ont montré qu’il n’existe pas de differences significatives entre le sérum et le LS en
ce qui concerne la concentration des anticorps libres anti-XOR soit de type IgG ou IgM. Ce
phénomeéne est expliqué par Timoney et Yarkoni (1976) par I’augmentation de la perméabilité
de la membrane synoviale, permettant 1’échange des protéines entre le sang et 1’articulation

notamment les anticorps.

Les résultats montrent également que chez les trois catégories de patients, la majorité des
anticorps anti-XOR sont de type IgM, ce qui a été récemment observé par Al-Muhtaseb et al.
(2011) lorsqu’ils ont étudié le taux des anticorps anti-XOR dans le LS des patients atteints
d’inflammations articulaires. Ces résultats indiquent que les anticorps anti-XOR possedent un

role protecteur soit par élimination de la XOR endogene de la circulation et du LS des patients
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atteints d’inflammations articulaires (Klocke et al., 2005) ou par inhibition de 1’enzyme

(Arrar, 2002).

Nos résultats montrent que les anticorps spécifiques a la XOR peuvent exister sous forme
libre et en complexe (IgG et IgM), confirmant les résultats de Arrar et al. (2008) et Al-
Muhtaseb et al. (2011). La détection des complexes immunitaires n’a pas montré une
différence significatives entre le sérum et le LS chez les trois catégories de patients. Les

complexes immunitaires formés par les IgM dominent nettement.

Les résultats montrent également que la proportion des 1gG la plus élevée, détectée dans le
sérum et dans le LS des patients atteints d’arthrites et d’arthrose, est sous la forme de
complexes. Tandis que le titre des IgM anti-XOR libres n’est pas significativement différent
que celui des IgM complexés a la XOR chez les trois catégories de patients. Ces résultats sont
rapportés par  Al-Muhtaseb et al. (2011) qui ont trouvé que les deux classes
d’immunoglobulines IgG et IgM spécifiques a la XOR dominent sous forme de complexes, et
que l’activité enzymatique correspondante est rarement détectable. Nos résultats concordent
aussi avec les travaux de Arrar et al., (2008), qui ont donné une explication a ces résultats par
le fait que les complexes immunitaires possédent un role dans I’inhibition de la XOR (rdle
bénéfique), comme ils ont décrit que ces complexes immunitaires sont impliqués dans
I’entretient de I’inflammation articulaire par la fixation du complément (réle négatif).
Cependant, Mathsson et al. (2006) ont attribué le réle nocif des complexes immunitaires a
I’induction de la synthése des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages via les
récepteurs du fragment Fc, en particulier TNFa qui joue un rdle dans la pathogénése de I’AR.
Pour confirmer la présence d’une relation entre la sévérité de I’inflammation articulaire et le
taux des complexes immunitaires, les concentrations de ces derniers ont eté comparées entre
les trois groupes de malades. Les patients atteints de I’AR semblent avoir la concentration la

plus élevée (p < 0.0139) en XOR-IC (IgM) dans le LS par comparaison avec ceux qui ont une
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arthrose qui représente une maladie dégénérative plut6t inflammatoire, et que le sérum des
patients souffrants d’arthrites contient la concentration la élevée en XOR-IC (IgG) par rapport

aux patients qui souffrent d’arthrose (p < 0.021).

Beaucoup d’études ont démontré 1’association d’un autre type d’autoanticorps a la sévérité de
I’AR, nommé le FR et qui peut étre détecté chez plus de 70 - 80 % des patients atteints de
I’AR dont la classe d'IgM est la plus commune (Vallbracht et Helmke, 2005). Pour cela, on a
adopté dans notre étude la détection et la mesure quantitative du FR (IgM) libre et complexe
par le test d’agglutination au latex et la technique d’ELISA. On a trouvé que tous les sérums
et les liquides synoviaux négatifs en FR par le test d’agglutination au latex sont positifs par la
technique d’ELISA. La sensibilité de cette technique a été confirmée d’apres 1’étude de
Vittecoq et al., (2001). lls ont trouveé que parmi les patients étudiés atteints de I’AR, certains
d’entre eux et qui sont séropositifs par I’ELISA, demeuraient séronégatifs par le test
d’agglutination, et ont rapporté que la technique d’ELISA posséde la plus grande capacité a

détecter les FR de la classe IgM dans I’ AR tres récente.

Nos résultats montrent également que le titre du FR libre ou en complexe n’est pas
significativement différent entre le sérum et le LS des trois catégories de patients. D’apres la
comparaison entre les titres du FR (IgM) libre ainsi qu’entre ceux du FR complexe chez les
trois catégories de patients atteints d’inflammations articulaires, on peut conclure qu’il existe
une relation entre la présence de ces autoanticorps et la sévérité de la maladie. En effet, les
patients atteints de la PR sont caractérisés par une concentration plus élevée en FR libre par
rapport a ceux souffrants d’arthrites, et par une concentration plus élevée en FR complexe par
rapport aux patients atteints d’arthrose. Dans ce contexte, Mathsson et al. (2006) ont rapporté
que la présence du FR est associée a un développement plus agressif et plus destructif de

I’AR.
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Pour confirmer I’existence d’une inflammation chez les patients, un test de routine a été
pratiqué, la CRP. Du fait que plusieurs événements entrainent une augmentation de la CRP :
traumatismes et brllures, la chirurgie, les nécroses tissulaires, les cancers et les maladies
inflammatoires (Roger et al., 2009). La CRP est un marqueur de faible spécificité. En effet, et
malgreé les différences entre nos trois catégories de malades, les taux en CRP sont élevés dans

le sérum et le LS de la majorité des patients.

En conclusion, les résultats montrent qu’il existe une corrélation entre le taux des anticorps
anti-XOR et la sévérité de la maladie articulaire. En effet, les échantillons prélevés de patients

atteints de I’AR contiennent la concentration la plus élevée de ces anticorps.

La présente étude peut étre considérée comme préliminaire vu le nombre des échantillons
étudiés et le temps imparti pour la réalisation des travaux. Des études supplémentaires

incluant les points suivants nous semblent nécessaires :

- Etudier I’inflammation articulaire a différents stades en suivant les patients deés les
premiers symptomes de la maladie.

- Détecter les autres types d’autoanticorps qui sont en relation avec le développement
des maladies articulaires, autres que les anti-XOR et les facteurs rhumatoides tels que
les anticorps anti-collagene et anti-peptide cyclique citrulling...

- Faire I’étude microbiologique des liquides synoviaux afin de trouver une étiologie

possible entre les microorganismes et I’inflammation articulaire.
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Annexe 1. Les résultats de détermination du FR (par le test d’agglutination au latex) et de
CRP chez les patient atteints de la PR (9,11), des arthrites (1, 3, 4, 6, 7et 13) et

de I’arthrose (2, 5, 8, 10 et 12).

Malade Age Sexe Maladie Latex CRP
1 - - - Ser LS Ser' LS
Arthrose du .
2 27 H Ser LS Ser LS
genou
3 23 H Arthrite du— g+ o Ser* LS’
genou
4 73 F Arthritedu— g+ o Ser* LS’
genou
5 87 F Arthrose Ser LS Ser" LS*
6 63 F Arthritedu o ) o Ser LS
genou droit
Arthrite
chronique
7 83 H des genoux Ser" LS” Ser’ LS
et des
poignets
8 58 F Arthrose Ser LS Ser LS
9 67 F Polyarthrite ¢ +) g+ Ser* LS-
rhumatoide
10 69 H Arthrose Ser LS* Ser LS
11 71 H Polyarthrite Ser LS Ser *LS*
rhumatoide
12 57 H Arthrose Ser LS Ser LS*
13 i i Arthrite du Ser LS Ser *LS*
genou
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