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Résumé

Contexte : La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune chronique qui affecte
les articulations. Elle se caractérise par une inflammation symétrique progressive des articulations
touchées, entrainant une destruction du cartilage, une érosion osseuse et un handicap. C’est une
pathologie multifactorielle, ou le facteur génétique est la principale raison de susceptibilité (environ
60 %). Certaines études ont demontré que la PR peut étre liée aux polymorphismes de plusieurs
génes dont le géne du récepteur de la vitamine D (VDR) et du géne de 1’1L-37.

Objectif et méthodes : Dans ce contexte, nous avons, en premier temps, étudié les
caractéristiques démographiques, cliniques, biologiques et thérapeutique des patients atteints de la
PR dans la région de Sidi Bel Abbés; et évaluer I’impact de plusieurs facteurs (hormonales,
immunologiques et environnementaux...) sur la sévérité de la maladie d’une fagon rétrospective,
durant une période de quatre ans incluant 300 patients PR. Dans un deuxieme temps, nous avons
évalué par une étude cas témoin, l'association des variants rs3811047 et rs7975232 des génes de
I'L-37 et de VDR avec le développement de la PR, son activité et sa sévérité. L’analyse
moléculaire a été portée sur 20 patients et 30 témoins et le génotypage a été effectué par la
technique de PCR-RFLP.

Résultats : Sur I'ensemble des patients PR inclus dans cette étude, 85.7 % étaient des femmes.
L'age moyen au moment du diagnostic était de 52.71+12.22 ans, allant de 14 a 84 ans. La durée
moyenne de la maladie était de 4.17+3.93 ans. Une activité modérée a été constatée chez 53.7% des
cas. Les principaux antécédents médicaux étaient I'nypertension artérielle et le diabéte de type 2
(41% et 15.3%). La majorité des patients (81.3%) étaient séropositifs et utilisaient le DAMRDS
(Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug) comme traitement. De plus, une association entre le
tabagisme et I'Anti-ccp a été constatée (p=0.001).En outre, la plupart des fumeurs étaient
hypertendus (p = 0.0001) et souffraient de la thyroidite d’Hashimoto (p<0.0001).

Cependant, nos études sont confirmé qu’effectivement le statut Anti-CCP+ corrélait
significativement avec 1’activité de la maladie (p<0.0001), la longue durée de la maladie (p=0.016)
et les érosions osseuses ((p<0.0001).Une corrélation mutuelle a été notée entre taux d'anti-CCP et le
DAS28.

La différence du sexe avait un impact significatif sur le développement d’hypertension
artérielle (P = 0.003) ; le diabéte de type 2 (P = 0.035) et les pathologies thyroidiennes (P=0.05).
D'autre part, la comparaison des caractéristiques clinique, radiologiques et biologiques selon 1’age
du début de la PR a indiqué une relation significative entre le début tardif de la PR et le
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développement des comorbidités, tels que I'nypertension (P < 0.001), I'ostéoporose (P = 0.007) et la
sclérodermie (P = 0.014). Néanmoins, nous avons trouvé une corrélation positive entre 1’age du
début et le profil sérologique d’anti-CCP et les facteurs rhumatoides (P = 0.001 et P <0.001,
respectivement).De plus, une corrélation positive a été observée entre 1’age de début et le taux
d’anti-ccp (P=0.006)

Sur le profile moléculaire, aucune différence significative n'a été remarquée entre le risque de
la PR et les fréquences des génotypes de rs3811047 et rs7975232 (p>0.05).Cependant, il existait
une relation significative entre le polymorphisme nucléotidique simple d’IL-37 et le score d’activité
28-CRP (P=0.003), le score d’activité 28-VS (P=0.0001), le nombre d’articulations douloureuses
(NAD) (P=0.010) et la vitesse de la sédimentation (p<0.05). D’autre part, nos résultats ont
démontré une signification entre les génotypes d’Apal (rs7975232) de VDR et le nombre
d’articulations douloureuses (p=0.011), le nombre d’articulations gonflées (NAG) (p=0.003) et le
DAS 28-CRP (p=0.040).

Conclusion : Nos résultats ont montré que les adultes relativement agés étaient fréequemment
touchés par la PR; la majorité d'entre eux étaient séropositifs et diagnostiqués a un stade modéré de
la maladie. Le tabagisme augmentait le risque de sécrétion d'anti-ccp et I'émergence de maladies
comorbides. Il existe une forte relation entre le statut des anticorps anti-CCP et le développement de
la PR. Cependant, les femmes atteintes de PR avec un début tardif de la maladie présentaient une
prévalence plus élevée de comorbidités, tandis que la PR a début précoce était associée a un taux
élevé des facteurs rhumatoides. D’autre part, le SNP rs3811047 du géne de I'lL-37 est associé a une
activité plus sévere de la maladie dans la population étudiée. Il serait intéressant de réaliser des

études plus vastes pour valider nos résultats.
Mots CIé :Polyarthrite Rhumatoide ; Caractéristiques clinico-démographiques ; tabagisme ;

Anti-CCP ; Activité de la maladie ; Age du début, Sexe, Polymorphisme, IL-37 (rs3811047) ;
VDR (rs7975232).
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Abstract

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease affecting the joints.
It is characterized by a progressive symmetric inflammation of affected joints resulting in cartilage
destruction, bone erosion, and disability. It is a multifactorial pathology, where the genetic factor is
the main reason for susceptibility (about 60%). Some studies have shown that RA may be linked to
polymorphisms in several genes including the vitamin D receptor (VDR) gene and the I1L-37 gene.

Purpose and Methods: Within this context, we studied the demographic, clinical, biological
and therapeutic characteristics of patients with RA in Sidi Bel Abbes region and estimate the impact
of several factors (hormonal, immunological and environmental) on disease severity retrospectively
during a period of four years including 300 RA patients. Secondly, we evaluated the association of
the rs3811047 and rs7975232 variants of the IL-37 and VDR genes with the development, activity
and severity of RA by a case-control study. Analysis was carried out on 20 patients and 30 healthy
individuals. Genotyping was performed using PCR-RFLP.

Results: Of all RA patients included in this study, 85.7 % were females. The mean age at
diagnosis was 52.71+12.22, ranging from 14 to 84 years old. The average time of disease duration
was 4.17+3.93 years. Moderate activity was noted in 53.7% of cases. The main medical histories
were high blood pressure (41%) and type 2 diabetes (15.3%). The majority of patients (81.3%)
were seropositive and used DAMRDS (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug) as treatment.
Moreover, evidence of association between smoking and ACPA was noticed with p=0.001, and
most of the smokers were hypertensive (p = 0.0001) and suffered from Hashimoto’s thyroiditis
(p<0.0001).

However, our studies confirmed that Anti-CCP+ status was significantly correlated with
disease activity (p<0.0001), long disease duration (p=0.016) and erosion damages (p<0.0001).A
mutual correlation was noted between anti-CCP levels and DAS 28.

Gender difference had a significant impact on the development of hypertension (P = 0.003);
type 2 diabetes (P = 0.035) and thyroid disease (P=0.05). On the other hand, the comparison of
clinical, radiological and biological characteristics according to the age at onset of RA indicated a
significant relationship between late onset of RA and the development of comorbidities, such as
hypertension (P < 0.001), osteoporosis (P = 0.007) and scleroderma (P = 0.014). Nevertheless, we
found a positive correlation between age at onset and the serological profile of anti-CCP and
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rheumatoid factors (P = 0.001 and P <0.001, respectively). Furthermore, a positive correlation was
observed between age at onset and anti-ccp level (P=0.006)

About the molecular profile, there was no statistically significant association between RA risk
and genotype frequencies of rs3811047 and rs7975232. However, there was a significant
relationship between the studied single nucleotide polymorphism of 1L-37 gene and disease activity
(p=0.003), DAS28-VS (P=0.0001), Tender joints (P=0.010) and ESR (p<0.05).On the other hand,
our results showed significance between VDR Apal (rs7975232) genotypes and Tender joints
(p=0.011), Swollen joints (p=0.003) and the DAS 28-CRP (p=0.040).

Conclusion: Our results showed that relatively older adults were commonly affected; the
majorities were seropositive and diagnosed in moderate stage of the disease. Smoking increased the
risk of Anti-CCP secretion and the emergence of comorbid diseases. There was a strong relation
between Anti-CCP antibodies status and the development of RA in Algerian patients. It could be
considered as a useful predictor of disease severity. However, RA women with Late-onset RA
presented a higher prevalence of comorbidities, while Young-onset RA was associated with a high
rate of rheumatoid factors.IL-37 gene rs3811047 SNP was associated with more severe RA disease
activity. It would be interesting to conduct larger studies to validate our results.

Keywords: Rheumatoid arthritis; Clinico-demographic characteristics; Smoking; Anti-
CCP ;Disease activity; Age at onset, Gender , IL-37 (rs3811047) ; VDR (rs7975232).
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Introduction

Introduction

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie articulaire inflammatoire chronique et auto-
immune caractérisée par une inflammation polyarticulaire symétrique de la synovie affectant
généralement les petites articulations des mains, des poignets et des pieds. Cette inflammation se
traduit par des douleurs, des gonflements et des raideurs et peut conduire a une détérioration
progressive de larticulation, entrainant des déformations et une perte de fonction (Eissa et al.,
2017).

La prévalence de la polyarthrite rhumatoide en Algeérie a été estimée a 0,15 % de la population
adulte (Slimani & Ladjouze-Rezig, 2014).La PR peut survenir a tout age mais le plus souvent
entre 40 et 60 ans (49 ans en moyenne). Apres I'age de 65 ans, on parle de polyarthrite rhumatoide a
début tardif. La PR est quatre fois plus fréquente chez la femme que chez I'homme (Arnold et al.,
2014).

La Ligue européenne contre le rhumatisme (EULAR) a distingué les phases par lesquelles la
PR se développe. Selon 'EULAR, la présence de facteurs de risque génétiques, hormonaux et
environnementaux entraine une auto-immunité systémique ou corporelle liée a la PR, qui
commence par des symptémes sans arthrite clinique, puis une arthrite non classée, et enfin la PR
(van Steenbergen et al., 2017).

Nombreuses études effectuées ces deux derniéres décennies indiquent que les anticorps anti-
CCP (anticorps anti-peptide/protéine citrullinée) et les facteurs rhumatoides (FR), ont été considérés
comme des facteurs majeurs de la destruction des articulations (Haugeberg et al., 2015;
Nishimura et al., 2007). Le tabagisme augmente le risque de sécrétion d'ACPA (anticorps anti-
protéines citrullinées) et I'apparition de maladies comorbides (Garcia de Veas Silva et al., 2019).

La PR n'est pas seulement un facteur de risque pour les Iésions articulaires, mais aussi pour le
développement de plusieurs comorbidités dont I'ostéoporose, des fractures vertébrales (FV), des
maladies cardiovasculaires et d'autres troubles organiques. ce risque augmente avec la progression
de la maladie et entraine une mortalite prematurée (Dougados et al., 2014).

Un suivi précis de l'activité de la maladie est donc essentiel pour évaluer l'efficacité du
traitement et pour orienter les options thérapeutiques.

la découverte de la VDR dans les cellules du systéme immunitaire et le fait que les cellules

dendritiques activées produisent I'normone vitamine D ont suggéré que la vitamine D pourrait avoir
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des propriétés immunorégulatrices (Sacconeet al., 2015). A ce jour, il existe plus de 470 SNP
identifiés dans le géne VDR humain, mais les plus étudiés sont Taql, Fokl, Bsml, et Apal. La
susceptibilité de la PR aux polymorphismes du gene VDR différe selon la latitude géographique et
les sous-groupes ethniques (Song et al., 2016).

L'interleukine-37 (IL-37), un membre récemment decouvert de la famille de I'lL-1, a été
identifiée comme un inhibiteur naturel des réponses immunitaires et inflammatoire. Les variantes
génétiques du géne de I'lL-37 pourraient moduler la susceptibilité et les résultats de divers troubles
humains. En particulier la PR.

Nos objectifs dans ce travail sont :

Dans un premier volet, la réalisation d’une étude épidémiologique rétrospective portant sur
I’évaluation des caractéristiques cliniques, radiologique et biologique de la PR ainsi que la pris en
charge thérapeutique. L’analyse de ces données devrait, également, permettre de définir  les
facteurs de risques associés a cette pathologie ; I’impact de plusieurs facteurs environnementaux et
biologiques sur la progression et la gravité de la maladie ainsi que les réponses aux traitements.

Dans un second volet nous souhaitons, également, analyser la corrélation entre les SNPs
rs3811047 d’Interleukine 37 (IL1 Famille 7), Apal : (rs7975232) du VDR et la susceptibilité, la

sévérité et la progression de la PR.
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Chapitre | : La polyarthrite rhumatoide

1.1  Lesarticulations :

Les articulations sont les zones ou deux ou plusieurs os se rencontrent. La plupart des
articulations sont mobiles, ce qui permet aux os de bouger. Les articulations se composent de ce qui
suit (Fig. 1) :

e Le cartilage : C’est un tissu dur mais souple qui constitue le principal type de tissu
conjonctif de l'organisme et qui couvre la surface d'un os au niveau d'une articulation.

e La membrane synoviale : c’est une couche de tissu conjonctif qui tapisse les cavités des
articulations, les gaines des tendons et les bourses (sacs remplis de liquide entre les tendons
et les 0s). La membrane synoviale produit du liquide synovial, qui a une fonction
lubrifiante(Chevalier & Richette, 2005).

e Le liquide synovial : il est formé par un processus d'ultrafiltration du sérum par les cellules

qui forment la membrane synoviale (synoviocytes). Les cellules synoviales fabriquent

également de Il'acide hyaluroniqgue (HA, également appelé hyaluronate), un
glycosaminoglycane qui est le principal composant non cellulaire du liquide synovial. Le
liquide synovial fournit des nutriments au cartilage articulaire avasculaire.

e La capsule articulaire : il s'agit d'un tissu conjonctif fibreux dense qui est fixé aux os par

des zones de fixation spécialisées et forme un manchon autour de l'articulation. Elle assure une

stabilité passive en limitant les mouvements, fournit une stabilité active (Ralphs & Benjamin,
1994).

e Les ligaments : des ligaments solides (bandes de tissu conjonctif élastiques et résistantes)
qui entourent l'articulation pour la soutenir et limiter ses mouvements. Les ligaments relient les

os entre eux (Shahabpour et al., 2005).

V) f

SynoviakEluld 3 . Articular Cartilage
Ligament and Joint Capsule — 4 ] — %
Synovial Membrane\/ Ay : : 3 \

= / v J.

o -

7 Femoral Head

/ . B ’ Ligament and Joint Capsule
Femur -

Figure 1.Anatomie d'une articulation (Moissonier, 1990)
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Chapitre | : La polyarthrite rhumatoide

1.2 La polyarthrite rhumatoide :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune inflammatoire chronique du
tissu synovial avec une implication symétrique des articulations périphériques, des mains, des pieds
et des poignets étant les plus souvent touchés. Elle se caractérise par des lésions progressives et
irréversibles des articulations synoviales, entrainant une perte d'espace articulaire, d'os et de
fonction, ainsi qu'une déformation (Grassi et al., 1998;Avouac, 2005; Whalley et al., 1997;
Cojocaru et al., 2010) (Fig. 2).

Les femmes sont deux a trois fois plus touchées que les hommes entre 1’age de 35 et 55 ans
(Hajjaj-Hassouni, 2017).

Elle peut aussi affecter I'ensemble de I'organisme (tissus, organes), provoquant ce que l'on
appelle des symptdmes systémiques. Cela dii a la réponse immunitaire vis-a-vis des antigénes cibles
présents dans de nombreux organes tels que les poumons, les reins....etc ; et qui dans la plupart des
cas, sont le fait d’anticorps spécifiques : anticorps anti-peptide cyclique citrulliné (anti-CCP) ;
facteur rhumatoide (FR) (Cojocaru et al., 2010; Pillon & Michiels, 2013).

Joint capsule Osteoclast

Synovial 7 Fibroblast

membrane [\__’\_/ w \
Joint Space \M wl Cartilage

. Becomes rough
Cartilage

_ Hyperplastic
Synoviocyte Synovial lining

Bone

Healthy bone joint capsule RA bone joint capsule

Figure 2.Atteinte articulaire dans la polyarthrite rhumatoide (Pradeepkiran, 2019).

1.3 Epidemiologie

La polyarthrite rhumatoide est présente dans le monde entier. Certaines études on tmontré que
PR touche 0,5 a 1 % de la population générale. La prévalence et l'incidence peuvent varier
considérablement en fonction de divers facteurs tel que le sexe et I’age (Alamanos et al., 2006).
La répartition mondiale est la suivante :

En Europe du Nord et en Amérique du Nord, la prévalence rapportée est de I’ordre de 0,8 %

de la population adulte alors qu’elle est, en Asie, de 0,3 a 0,8 % (Saraux, 2012).
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En France, la prévalence est estimée a 0,3 (Guillemin, 2005).

La prévalence estimée de la de la PR varie de 0,14% en Afrique subsaharienne occidentale a
0,54 % dans les zones urbaines de toute I'Afrique(Safiri et al., 2019).

En Tunisie, la prévalence est estimée a 0,18%.

La prévalence de la PR a Barika, en Algérie, éetait de 0,13%, et elle a été estimée a 0,15%

pour la population totale de I'Algérie (Slimani et al., 2014).

1.4 Etiologie :

La polyarthrite rhumatoide est une maladie hétérogéne, multifactoriel d’origine inconnue.
Plusieurs facteurs de risque sont incriminés :

.41  Facteurs génétiques :

La prédisposition génétique joue un réle important dans I’apparition de la PR. La concordance
de la maladie n'est que de 15% environ chez les vrais jumeaux identiques, mais son héritabilité
globale (une mesure quantitative du variation de la sensibilité a la maladie qui peut étre expliquée
par des facteurs génétiques) a été estimée a 66 % (Scherer et al., 2020). Une pathologie identique
est observée dans 15 a 30%des cas chez les jumeaux homozygotes et dans 5 a10% des cas chez les
jumeaux dizygotes (Sarux, 2014).

1.4.1.1 Influence du systéme HLA

Le facteur de risque génétique le plus important pour la PR est le locus de l'antigene
leucocytaire humain (HLA) de classe I1.

Le locus HLA est associé a la plupart des maladies auto-immunes, situé sur le chromosome

6p21 (Fig. 3) et contient de nombreux génes (van Heemst et al., 2014).

Chromosome &
(BN N1 B ﬂ-l IRl INNINI IR D
“Bp21.31 T
=z I
Class | Class Il Class Il

Figure 3.Carte génétique de la région de I'antigéne leucocytaire humain (HLA) (biorigami,
s. d.).
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La contribution du locus HLA est estimée a 30-50% du risque génétique global. Il existe de
nombreuses preuves que certains alleles HLA-DRB1, y compris HLA-DRB1*01,HLA-
DRB1*04,HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*14 sont associés a la sévérité structurelle de la PR et ont
été plus récemment lies a la production d'auto-anticorps anti-peptide citrulliné (anti-CCP) (de
Vries, 2011).

Ces alléles partagent une séquence commune dacides aminés (QKRAA, QRRAA ou
RRRAA), également appelée épitope partagé (EP) ; elle est située aux positions 70-74 dans la
troisieme région hypervariable du locus de la chaine HLA-DRBL sur le bras court du chromosome
6(van Heemst et al., 2014).

Cet épitope partagé aurait un role dans la promotion d’une réponse auto-immune par
déréglement de la fonction de reconnaissance antigénique mais également par la sélection d’un
répertoire de LT pathologiques particulieres présentant une sénescence accrue qui potentialiserait
ainsi la signalisation pro-inflammatoire dans la PR. Il a également été prouvé qu’il existe de
fortes similitudes moléculaires avec certains peptides microbiens ce qui provoquerait une
réaction inflammatoire accrue (Reviron et al., 2001).

1.4.1.2  Autres facteurs génétiques :

D’autres génes de susceptibilité a la PR ont été identifiés (Tableau 1) :

Tableau 1. Génes non HLA associés a la PR (Nacer, 2016).

Gene Protéine Role
PTPN22 Tyrosine phosphatase. Régulation négative des LT activés.
TNF-aR2 Récepteurs du TNF-a type 2. Processus inflammatoire.
PADI-4 Peptidyl-arginine déiminase. Citrullination des résidus arginines.
RUNX1 Facteurs de transcription des génes. Régulation d’expression des genes

Inclus dans la réponse immunitaire.

SCL22A4 Transporteur cationique. Pas trés bien établi.

STAT-4 Signal de transduction et un facteur | = Mediation des réponses
de transcription. Lymphocytaires a I’'1L-12.
= Différenciation des LT auxiliaires.

C5 Code pour une protéine du systéme Augmente le risque d’une PR.

De complément.
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1.4.2  Facteurs épigénétiques :

Les facteurs épigénétiques réagissent aux stimuli externes et forment des ponts entre
I'environnement et I'ADN porteur d'information génétique (Klein & Gay, 2015). Les mécanismes
épigenétiques sont impliques dans linterprétation finale de l'information génétique codée en
régulant I'expression des génes, et les altérations de leur profil influencent I'activité du systéeme
immunitaire. La dérégulation de la méthylation d’ADN et les modifications des histones peut se
produire dans le systtme immunitaire et conduire a la polyarthrite rhumatoide. Les modifications
épigenétiques peuvent influencer la PR par le biais des synoviocytes fibroblastiques (FLS) (Karami
et al., 2020).

Il a été démontré que les FLS jouent un réle essentiel dans I'apparition et I'exacerbation de la
PR, et qu'elles peuvent donc illustrer certains aspects de la pathogenése de la PR. Ces cellules
présentent un profil de méthylation de I'ADN unique au stade précoce de la maladie qui change

avec la progression de la maladie (Klein & Gay, 2015).

1.4.3 Facteurs immunologiques :

Comme d’autres affections associées a certains types de génes HLA de classe II, la PR semble

étre une maladie auto-immune Des auto-anticorps dirigés contre le fragment Fc des
immunoglobulines G, les facteurs rhumatoides (FR) et les anticorps anti peptides cyclique citrullinée
(ACPA), sont sécretés par les lymphocytes B dans le sang et le liquide synovial de 80 % des patients
atteints de PR. Ces PR sont dites " séropositives ". De fortes concentrations de FR sont corrélées a une
PR plus sévére au niveau des articulations et des nodules sous-cutanés (Saraux et al., 2010).

En effet, le FR est sécrété¢ dans d’autres affections caractérisées par une stimulation antigénique
chronique (endocardite d’Osler, tuberculose, syphilis, leishmaniose, viroses, toxicomanie intraveineuse
et cirrhose). De plus, les FR sont parfois retrouvés chez des sujets sains, généralement agés (Sany ,
1999) .

ACPA ou Anti-CCP sont d'un intérét particulier car ces auto-anticorps sont hautement
spécifiques de la PR et peuvent étre trouvés dans environ 50 % des cas de PR précoce (Forslind et al.,
2004).

En raison de l'association claire entre le taux de destruction articulaire et la positivité de I'ACPA,
il a été suggeré que I'ACPA pourrait contribuer directement a I'inflammation synoviale.

Les ACPA sont plus qu'un biomarqueur permettant de sélectionner les patients présentant un
phénotype de maladie plus sévere, car ils pourraient étre directement impliqués dans le processus

inflammatoire (Snir et al., 2010).
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Le role d’autres facteurs immunologiques est également étudi€ : anomalie de la clairance ou de
la solubilisation des complexes immuns, dysrégulation du réseau idiotypique (Saraux et al., 2010).

1.4.4 Facteurs hormonaux :

La plus grande incidence de la PR est retrouvée chez la femme, avec une sex-ratio d’un homme
pour quatre femmes, suggérant ainsi 1I’implication des hormones dans le déclenchement de la PR.
Pendant la grossesse, le risque de développer une PR est faible, tandis que dans I’année qui suit le
post-partum, ce risque est nettement plus élevé. L’allaitement a été¢ incriminé comme étant un facteur
de risque, responsable de I’incidence plus élevée dans le post-partum. Cette implication des facteurs
hormonaux endogénes est soulignée par certaines études qui ont montré une hypoandrogénie relative
chez les femmes mais aussi chez les hommes atteints de PR, avec des taux de testostérone et de
déhydroépiandrostérone plus bas. Les hormones exogeénes, que ce soit la pilule contraceptive ou le
traitement hormonal substitutif, ne modifient pas I’incidence de la PR mais semblent retarder son

début et sa sevérité (Alpizar-Rodriguez et al., 2016).

1.4.5 Facteurs environnementaux :

La PR étant plus ou moins fréquente selon la localisation géographique, certains facteurs
environnementaux pourraient intervenir dans le déclenchement de la maladie, voire de son expression
(Tobonet al., 2010).

1.45.1 Les agents infectieux :

Il est bien établi que les infections intercurrentes sont souvent associées a des poussées de PR.
Certaines infections virales, comme le parvovirus B19, le chikungunya et I'népatite C, sont connues
pour provoquer des arthralgies aigués et chroniques et des arthrites persistantes(Scherer et al.,
2020).

Les agents infectieux viraux (Epstein-Barr), bactériens (Escherichia. coli) et mycobactériens
ont été incriminés dans le déclenchement de la PR. Une infection commune sur un terrain
génétiquement prédisposé pourrait déclencher la maladie par mimétisme moléculaire de certains
composants de ces agents infectieux avec des composants de 1’articulation. La protéine de choc
thermique HSP65 a une structure voisine avec une protéine présente dans le cytoplasme des cellules
de la couche bordant. L’HSP 70 d’Escherichia. coli est reconnu par 1’épitope partagé de la molécule
HLA-DR. Les agents infectieux peuvent induire une réponse immunitaire innée par activation des
récepteurs de type Toll (TLR). Ces TLR reconnaissent des molécules exprimées par les

microorganismes : TLR4 est activée par les composants lipopolysaccharidiques de la membrane

10|Page



Chapitre | : La polyarthrite rhumatoide

bactérienne et TLR9 interagit avec 1’oligonucléotide CpG présent dans I’acide désoxyribonucléique
(ADN) bactérien. D’autres facteurs environnementaux, comme le statut social, la vie urbaine par
rapport au mode de vie rural, le régime alimentaire et les parodontopathies ont été incriminés dans
le declenchement de la PR (Olsson et al., 2012; Berglin et al., 2010).

1.45.2 Le tabagisme :

Comme indiqué précédemment, apres la premiére description de l'association du tabac avec la
PR en 1987(Garcia de Veas Silvaet al., 2019). Des études menées dans des populations d'ascendance
européenne ont montré que la relation entre le tabagisme et le risque de PR semble étre influencée par
la présence d'alléles contenant un épitope partagé (EP) HLA-DRB1(Reviron et al., 2001).Mais les
mécanismes qui sous-tendent cette interaction n'ont pas encore été entierement définis. Les
associations entre le tabagisme et le risque de maladie dans les populations d'ascendance européenne
semblent également se limiter aux personnes qui développent une PR séropositive, caractérisée par la
présence, dans le sérum, d'anticorps dirigés contre le facteur rhumatoide (FR) ou contre le peptide
citrulliné cyclique (anti-CCP) (Eriksson et al., 2018).

1.45.3 Lapollution :

Les preuves épidemiologiques ont indiqué que des facteurs environnementaux tels que la
silice et le tabagisme peuvent étre des facteurs étiologiques de la PR, c'est-a-dire que I'exposition a
des facteurs environnementaux en suspension dans l'air peut pénétrer dans les voies respiratoires et
activer le systeme immunitaire et induire une PR (Farhat et al., 2011). La pollution de I'air ambiant
est un mélange de plusieurs polluants individuels, dont les radicaux libres, et des particules dont le
diamétre aérodynamique est inférieur a 10 pm. L'exposition & des polluants atmosphériques qui
pénetrent dans les poumons peut induire un stress oxydatif et la libération de médiateurs
inflammatoires (Kelly, 2003). Comme hypothese alternative, I'inhalation de polluants
atmosphériques a été suspectée d'étre associée a la PR par le biais de l'inflammation systémique
(Farhat et al., 2011).

.46  Facteurs psychologiques :

La recherche sur les dimensions psychologiques de la PR démontre clairement lI'importance
des facteurs psychologiques tout au long de I'évolution de cette maladie (Scherer et al., 2020).

Dans 20 a 30 % des cas, on constate que la polyarthrite survient aprés un événement

marquant, « stressant » tel qu’un traumatisme physique ou psychique (Germain et al., 2021).
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Les facteurs de stress peuvent étre abordés de différentes manieres. 1ls peuvent correspondre a
des événements de vie anciens tels que des traumatismes de l'enfance et/ou des événements
antérieurs susceptibles de précipiter et d'aggraver un trouble de stress post-traumatique (TSPT) a
I'dge adulte (Gekker et al., 2018).

1.5 Aspects cliniques :

Les premiers symptomes de la polyarthrite rhumatoide (souvent articulaire) peuvent se
manifester de deux manieres : par une apparition lente et insidieuse ou par une apparition soudaine
et explosive (phase initiale). Dans 55 a 65 % des cas, les symptdmes commencent de fagon
insidieuse, sur des semaines ou des mois(Fleming et al., 1976).8 a 15 % des patients présentent une
apparition aigué des symptomes qui culminent en quelques jours. Chez certains individus, la
fatigue, le malaise, les mains gonflées, les douleurs musculo-squelettiques diffuses ou la raideur
matinale peuvent étre les premieres plaintes non spécifiques, la synovite apparaissant plus tard.

Les présentations asymétriques (la symétrie apparaissant plus tard dans I'évolution de la
maladie) ne sont pas inhabituelles (Khurana & Berney, 2005).

1.5.1 Manifestations articulaires :

1.5.1.1 Lesmains:

L'atteinte des mains est le signe précoce typique de la PR. La synovite impliquant les
articulations métacarpo-phalangiennes (MCP), interphalangienne proximale (IPP) et du poignet
provogque un gonflement sensible caractéristique a la palpation, avec une altération précoce et
sévere du mouvement, sans preuve radiologique de lésion osseuse (Grassi et al., 1998).

Plusieurs déformations peuvent se produire a un stade avancé de la maladie. Des termes tels que
"déformation en boutonniere” et "déformation en col de cygne" sont couramment utilisés pour
décrire les lésions et les luxations associées des articulations et des tendons des doigts (Fig. 4). Les
articulations MCP et IPP sont les sites précoces et typiques des érosions. De petites érosions

discrétes, en poche, se développent prés de l'insertion capsulaire (Sany,1999).

Déformation
en boutonniére

Déformation en
col de cygne

Figure 4. Déformation des doigts (Grassi et al., 1998)
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1.5.1.2 Le poignet :

L’atteinte du poignet représente 70% des cas , avec une atteinte précoce de [’articulation

radio-cubitale inférieure ou radio-ulnaire distale, qui correspond a une luxation dorsale de la téte
cubitale dite « en touche de piano » (Fig. 5) (Yoshida et al. 1999).
Cette déformation est responsable d’une tuméfaction chronique de la face dorsale du poignet. Quant
a I’atteinte radio-carpienne favorisant une instabilit¢ douloureuse du poignet, cet aspect s’explique
par la tuméfaction de la synovite chronique du poignet (premiére bosse) et la tuméfaction des
métacarpo-phalangienne MCP (deuxiéme bosse) (Jui-Tien et al., 2000).

Figure 5.Atteinte de poignet (en touche de piano) (Taoufik, 2020).

1.5.1.3 Lescoudes :

Bien que le coude soit relativement fréquemment touché dans la PR, son atteinte clinique n'est
généralement pas sévere dans la PR précoce. La perte de I'extension complete est I'un des premiers
signes de l'atteinte du coude, tandis que la perte de la supination indique une atteinte de la téte
radiale (Khurana & Berney, 2005).

1.5.1.4 Lesépaules:

L'épaule est souvent touchée, que la maladie soit précoce ou tardive. L'atteinte dans la PR est
variable. La coiffe des rotateurs peut s'enflammer et se déchirer, entrainant des douleurs et une
limitation des mouvements. Radiographiquement, la téte humérale migre vers le haut. En outre, les

Iésions gléno-humérales entrainent des douleurs lors du mouvement et au repos et conduit
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généralement a une restriction sévere du mouvement ou au "syndrome de I'épaule gelée". La
synovite de I'épaule peut entrainer une rupture de la téte longue du biceps. La maladie de
l'articulation acromio-claviculaire est fréquente et peut causer des douleurs a I'épaule (Combe,
2007).

1.5.1.5 Larachi cervicale :

L’atteinte du rachis cervical, érosive, se manifeste au niveau de la charniére cervico-
occipitale, par une arthrite occipito-atloidienne et atloido-axoidienne (diastasis C1, C2) et un risque
d’impression basilaire. Elle peut engendrer une compression médullaire (Pillon & Michiels, 2013).

1.5.1.6 Lahanche:

L’atteinte des hanches engendre une coxite rhumatoide et doit €tre systématiquement
recherchée. Elle est présente chez environ 15 % des patients et greve particulierement le pronostic
fonctionnel (Pillon &Michiels, 2013).

1.5.1.7 Lesgenoux :

L’atteinte des genoux se manifeste par des épanchements articulaires et un risque de
dislocation, de désaxation. Une particularité des genoux poly arthritiques est I’apparition d’un kyste
de Baker de taille variable, peu douloureux mais pouvant entrainer, s’il est volumineux, une géne
mécanique a la flexion et un cedéme du membre inferieur. La principale complication de ce kyste
est sa rupture (Grassi et al., 1998; Khurana & Berney, 2005).

1.5.1.8 Lespieds:

L’atteinte des pieds est tres invalidante et survient dans 90 % des cas. Il s’agit le plus souvent d’une
atteinte metatarso-phalangienne aboutissant a une déformation du pied (Fig. 6) (Pillon & Michiels,
2013).

Figure 6. Atteinte du pied (Zhao et al., 2013)
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1.5.2  Ténosynovites :

Pratiqguement constantes, elles exposent au risque de ruptures tendineuses. Elles touchent les
extenseurs des doigts, le cubital postérieur, les fléchisseurs des doigts, avec un syndrome du canal
carpien ou une ténosynovite crépitante ou nodulaire responsable de blocages. Au niveau des
membres inférieurs, on observe surtout des ténosynovites des jambiers et des péroniers latéraux
(Cimmino et al., 2000).

1.5.3  Manifestations extra-articulaires :

Les manifestations extra-articulaires de la polyarthrite rhumatoide apparaissent chez environ
40 % des patients, soit au début, soit au cours de I'évolution de leur maladie et semblent associées a
un exces de mortalité par rapport aux PR sans manifestations extra-articulaires. Elles traduisent le
caractere systémique de la maladie rhumatoide qui peut toucher de nombreux tissus (Turesson &
Jacobsson, 2004).

1.5.3.1 Lapeau:

A. Les nodules rhumatoides :

- Les nodules rhumatoides sont définis comme des nodules sous-cutanés ayant un diamétre >5
mm.

- lls surviennent chez environ 30 % des patients atteints de PR (chez les sujets séropositifs).

- La positivité au FR, le tabagisme et I'nomozygotie pour HLA-DRB1 sont des facteurs
indépendants d'un risque accru de manifestations nodulaires (Sayah et al., 2005).

- Leurs localisations preférées sont les sites de pression externe ou d'irritation répétitive, comme
les surfaces d'extension de l'avant-bras, des doigts (Fig. 7), de l'occiput et du talon (Mattey et
al., 2002).

Figure 7. Nodules rhumatoides au niveau des doigts (Zhao et al., 2013).
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B. Syndrome de Raynaud :
Il affecte 3 a 7 % des cas de PR, des anomalies capillaroscopiques discréetes qui
témoigneraient d’une micro angiopathie rhumatoide ont été décrites et ne sont pas spécifiques de la

maladie (Prete et al., 2011)

C. Vascularité rhumatoide :

La vascularité rhumatoide a une présentation clinique hétérogene comprenant infarctus du pli
de l'ongle, ulcérations cutanées, éruptions cutanées, gangréne, purpura palpable, symptémes
constitutionnels et artérite viscérale (Voskuyl et al., 1996).

1.5.3.2 Manifestations viscérales :

A. Le systeme respiratoire :

L'atteinte pulmonaire est fréquente, touchant 5 a 10 % des patients atteints de PR, et constitue
souvent la principale cause de morbidité et de mortalité (Koduri et al., 2010).

Il existe au moins cing formes de maladies pulmonaires dans la PR :

v Maladie pleurale,

v" Fibrose interstitielle,

v" Les nodules pulmonaires,

v" Bronchiolite,

v’ Artérite, avec hypertension pulmonaire (Antin-Ozerkis et al., 2010).
B. Le systeme cardiovasculaire :

Les patients atteints de polyarthrite rhumatoide sont également plus enclins a souffrir de
troubles cardiaques, comme I'épaississement des parois artérielles (athérosclérose) et les crises
cardiaques (Turesson et al., 2006).Bien que l'atteinte péricardique soit une découverte autoptique
fréquente chez les patients atteints de PR, la péricardite symptomatique et les autres manifestations
de la maladie cardiaque clinique sont inhabituelles. Dans les cas rares, une artérite coronaire, une
myocardite, une endocardite et des lésions valvulaires peuvent étre cliniquement apparentes (Grassi
etal., 1998).

C. Lesystéme nerveux :
Les complications neurologiques de la PR sont rares (elles touchent 1 % des patients) mais

peuvent concerner le systéme nerveux périphérique et central (Prete et al., 2011).
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La neuropathie périphérique, qui se présente sous la forme d'une neuropathie sensorimotrice
diffuse ou d'une mononévrite multiplex, survient chez un petit sous-groupe de patients atteints de
PR (Cimmino et al., 2000).

D. Manifestations oculaires :

L'atteinte oculaire la plus fréquente dans la PR est la kérato-conjonctivite séche (KCS),ou le
syndrome de Sjogren (Khurana&Berney, 2005).

La KCS est une sécheresse des muqueuses dont les symptdmes vont de la sécheresse des yeux a la
sensation de brdlure et de corps étranger, en passant par un écoulement mucoide, pouvant parfois
conduire a une blépharite chronique(Cooper et al., 1990).

L'épisclérite et la sclérite surviennent chez moins de 1% des patients rhumatoides. Dans le cas
de 1'épisclérite, 1'ceil devient rouge de fagon aigué et s'accompagne d'une légére douleur sans perte
de vision (Fig. 8). En outre, Dans le cas de la sclérite, les patients présentent une douleur oculaire

intense et une coloration rouge foncé(Fig. 9) (Khurana & Berney, 2005; Cooper et al., 1990).

Figure 8. La sclérite a I’examen oculaire Figure 9. L'épisclérite a I’examen
(Khurana & Berney, 2005) oculaire (Khurana & Berney, 2005)

E. Manifestations hématologiques :

Le syndrome de Felty est caractérisé par I'association d'une PR, d'une splénomégalie et d'une
leucopenie. Il survient généralement chez les patients atteints d'une maladie chronique. Les autres
caractéristiques de la maladie de Felty sont I'anémie, la thrombocytopénie, les ulcéres de jambe, la
neuropathie périphérigue et les infections (Khurana & Berney, 2005).

F.  Atteintes rénales :

Les principales causes de maladie rénale dans la PR sont la glomérulonéphrite mésangiale,

amyloidose, tubulo-interstitielle et toxicité des médicaments. Une microalbuminurie liée a la

maladie et au traitement peut également se produire (Turesson & Jacobsson, 2004).
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1.5.4 Autres complications :

1.54.1 L’anémie :
Selon la définition de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de I'anémie - hémoglobine
<12 g/dl pour les femmes et <13 g/dl pour les hommes. L'anémie est présente chez 31,5 % des

patients atteints de PRet a une prévalence minimale autour de 60 ans (Michaud & Wolfe, 2007).

1.5.4.2  Troubles gastro-intestinaux :
L'ulcére gastrique est de loin la comorbidité gastro-intestinale la plus fréguemment observée
dans la polyarthrite rhumatoide. La prise concomitante de corticostéroides est généralement

considérée comme le principal responsable de cette maladie (Dougados et al., 2014).

1.5.4.3  Ostéoporose :
Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR), le risque de fractures, tant
vertébrales que non vertébrales, est a peu pres doublé, ce qui est dO en grande partie a

I'amplification de la perte osseuse par l'inflammation et a I'immobilisation (Gough, 1994).

1.54.4 Cancer et PR :

Une personne sur trois, y compris les patients atteints de PR, développent un cancer au cours
de leur vie. Dans l'ensemble, le risque de cancer ne semble pas étre augmenté chez la plupart des
patients qui se traitent par des antirhumatismaux modificateurs de la maladie (DMARDS), a part
quelques petits signaux de sécurité observés avec le TNFi et le développement de lymphomes et de
cancers de la peau.

Des études récentes indiquent que les patients atteints de PR dont la maladie est active
présentent un risque accru de lymphomes malins, par rapport aux patients atteints de PR dont

I'activité de la maladie est faible ou en rémission (Ekstréom et al., 2003).
1.5.45  Lestroubles thyroidiens :

Des études de population ont confirmé une prévalence accrue de trouble thyroidien auto-

immun chez les patients atteints de PR et vice versa, ce qui expliqgue que les maladies auto-
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immunes ont tendance a se regrouper chez le méme patient et dans les familles, en raison d'un
défaut de maintien de la tolérance immunitaire (Conigliaro et al., 2020).
La susceptibilité génétique et les facteurs environnementaux jouent un role synergique dans le

développement des deux pathologies (Wiersinga, 2013).

1.5.4.7 Lagoutte :
La PR et la goutte sont relativement des maladies communes. Cependant, il est rare de trouver
les deux maladies coexister ensemble dans un patient individuel.
Pour confirmer la présence des deux affections, les facteurs rhumatoides doivent étre positifs :
les érosions et les lésions articulaires typiques de la PR, la présence d'un nodule rhumatoide
confirmé histologiquement, accompagné de crises de goutte récurrentes avec identification de

cristaux d'urate monosodique (MSU) dans les articulations (Ouali et al., 2020).

1.5.4.7  Ladépression :

Toutes les études épidémiologiques menées dans ce domaine concluent a une prévalence plus
élevée de la dépression dans la polyarthrite rhumatoide par rapport a la population générale.
Plusieurs raisons peuvent expliquer cette variation des estimations de la prévalence : le terme de
dépression n'est pas clairement défini ; on peut s'attendre a ce qu'un certain nombre de symptdmes
somatiques de la dépression (par exemple, la fatigue, le manque de sommeil, etc.) se manifestent

dans la polyarthrite rhumatoide dans le cadre du processus pathologique (Matcham et al., 2013).
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La polyarthrite rhumatoide est classée parmi les maladies auto-immunes avec la présence
d’auto-anticorps a forts taux plasmatiques : facteurs rhumatoides (FR), anticorps protéines
citrullinées (ACPA ou anti-CCP) principalement.

Les mécanismes immunologiques de la PR font intervenir a la fois I'immunité innée
(récepteurs toll like, cytokines, complément), et I’immunité acquise (cellules présentant 1’antigéne,
lymphocytes T et B) responsables d’une réaction inflammatoire intense touchant particuliérement la
synoviale.

Ces événements successifs peuvent également étre décomposés en plusieurs phases
préclinique, clinique avec apparition de symptomes inflammatoires, puis destruction de
l'articulation (Morel et al., 2004).

I1.1 Phase préclinique :

I.L1.1  Lacitrullination :

La citrullination est un processus physiologique catalysé par une famille d'enzymes appelées
peptidyl-arginine déiminases (PADI1-4). Ces enzymes convertissent I'acide aminé (aa) arginine,
chargé positivement, en un nouvel aa non chargé appelé citrulline (Fig. 10). Ce processus est lié a
plusieurs aspects de la biologie cellulaire, notamment I'apoptose, la nécrose, et les modifications des
histones (Morel et al., 2004).

peptidyl-arginine

3 désiminase (PAD)
I + H0 > \L + NHg + H*
Ca?t

NH NH
(H,NE7 N, (07 “NH,
peptidyl-arginine peptidyl-citrulline

(+ charged) {neutral)

Figure 10.Passage de I’arginine a la citrulline (van Heemst et al., 2014).

Les enzymes PADI ont besoin de concentrations relativement élevées de calcium pour leur
activité, ce qui permet la citrullination de la matrice extracellulaire lorsqu'elles sont libérées des
cellules (mourantes) (Anzilotti et al., 2010; Clapham, 2007).
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Plusieurs données indiquent un réle important de la citrullination dans l'activité de la PR
ACPA+. Des études d'association a I'échelle du génome ont permis d'identifier des SNP (single
nucleotide polymorphism) dans la région codant pour le gene PADI4 qui sont associés a un risque
accru de développer une PR ACPA+(Anzilotti et al., 2010).

Chez la majorité des individus cette citrullination anormale n’a aucun effet. Chez les
individus prédisposés (possédant 1’épitope partagé), les peptides citrullinés vont alors €tre présentés
au systéeme immunitaire, activer des LT anti-citrulline qui vont secondairement activer des LB anti-
citrulline, ces derniers se différenciant en plasmocytes sécrétant des anticorps anti peptides
citrullinés(ACPA).

La présence de ces anti-CCP ou les ACPA peuvent activer les macrophages, les
polynucléaires basophiles et le systeme du complément, et initier une réponse immunitaire innée et
adaptative inappropriée, s’accompagnant d’inflammation chronique et de destruction osseuse (Fig.

11) (Anzilotti et al., 2010; Baka et al., 2013).
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Figure 11.Citrullination en situation normale et pathologique (Baka et al., 2013)
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1.L1.2  Les Facteurs géenétiques et le déclanchement de la PR :

En phase préclinique, la citrullination excessive des peptides endogénes, également appelée
"diffusion des épitopes", augmente la probabilité de contact entre un peptide citrulliné et le systeme
immunitaire, ce qui conduit & une présentation, suivie d'une reconnaissance anormale de ce
peptide(Van der Woude et al., 2010). Cette reconnaissance anormale des peptides citrullinés est
probablement liée a la prédisposition génétique observée dans la PR. Les études génétiques ont
montré que, parmi les génes de susceptibilité a la PR, l'association génétique la plus forte est
observée avec les génes codant pour les molécules HLA de classe Il, qui sont principalement
exprimés sur la membrane des cellules présentatrices d'antigénes (CPA) (Van Gaalen et al., 2004).
Les alléles d’HLA partagent une séquence commune d’acides aminés appelés : épitope partagé. Ce
dernier est présent plus fréquemment chez les patients atteints de PR séropositive (PR ACPA").
Trois modéles principaux ont été proposés sur la base de I'épitope partagé (Weyand & Goronzy,
1990):

o L’épitope partagé pourrait reconnaitre un peptide propre et favoriser la persistance
d'un clone de lymphocytes T auto réactifs dans le thymus aprés une sélection clonale
défectueuse. Sous certaines conditions, ce clone T auto-réactif pourrait sactiver et
déclenche une réponse immunitaire spécifique contre ce peptide du soi.

J L’épitope partagé se lie spécifiquement a I’antigéne responsable du PR.

o L’¢épitope partage interagit avec un peptide antigénique exogene, qui a une structure
semblable a celle d’un peptide. Cette théorie du «mimétisme moléculaire» a été observée
pour une glycoprotéine du virus d'Epstein-Barr (EBV) (gp110), ainsi que pour la protéine
J-ADN d'E. coli et les protéines de choc thermique (HSP) (Van Gaalen et al., 2004);
(Kamphuis et al., 2005).

Le deuxiéme gene de susceptibilité a la PR est impliqué dans l'activation des lymphocytes,
notamment T : PTPN22.

Le géne PTPN22 situé sur le chromosome 1p13 code pour une protéine tyrosine phosphatase
"non associée a un récepteur de type 22". En outre, le role de cette phosphatase est d’inhiber
I’activation des lymphocytes B et T (Begovich et al., 2004).

11.1.3 Les polymorphismes des génes et PR :

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) constituent la forme la plus abondante de
variations genetiques dans le génome humain. Ils représentent plus de 90% de toutes les différences
entre individus. C'est un type de polymorphisme de I'ADN dans lequel deux chromosomes different

sur un segment donné par une seule paire de bases. Ces variations sont associées a la diversité entre
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populations ou individus, une différence de sensibilité a des maladies et la réponse individuelle aux
médicaments (Shi et al., 2013).

11.L1.3.1 Le polymorphisme du géne IL-37 :

L'interleukine (IL)-37, un nouveau membre de la famille de [I'IL-1 (cytokine pro-
inflammatoire), a fait I'objet d'une attention croissante ces derniéres années. Il a été étudié en tant
qu'inhibiteur naturel des réponses immunitaires dans les troubles inflammatoires et auto-immuns
chroniques (Wang et al., 2018).

Le groupe de génes humains IL-37 est situé sur le chromosome 2. La taille du géne de I'lL-37
est de 3,617 kb et comprend six exons qui codent une protéine de 17-26 KDa. Le géne de I'lL-37
subit un épissage alternatif ; cing variantes d'épissage différentes de I'lL-37 ont été identifiées et
appelées IL-37a-e, dont I'IL-37b est I'isoforme la plus grande (218 acides aminés) et la mieux
caractérisee (Fig.12) (Boraschi et al., 2011) (Ye & Zhong, 2015).

CE3T E4 | ES5 ] EG 7 IL-37a
27 192
(CEl S __{ E4 | ES ] EG ! IL-37b
1 218
[ E1l IS = (T ES E6 | IL-37c
1 178
_E1 - 2 —{TTE4ATTTTES TN EG 0  IL-37d
3 197
El——___ RS EG | IL-37e
1 157

Figure 12.Les variantes du géene de I'lL-37 (Wang et al., 2018).

Les polymorphismes de nucléotides simples (SNP) dans les génes des cytokines peuvent
modifier leur taux de transcription et, par conséquent, altérer l'expression protéique de la cytokine.
Le rs3811047 (G/A) SNP du géne de I'lL-37 a été sélectionnés en fonction de rapports antérieurs
concernant leur association significative avec la PR et certain nombre de maladies inflammatoires et
infectieuses. Dans ce SNP, les adénines se transforment en guanine, ce qui entraine un changement
d'acide aminé de la thréonine en alanine au codon 42 (p.Thr42Ala) (Pan et al., 2010). Cette variante
a montré qu'elle avait un effet protecteur contre I'activité grave de la PR dans la population chinoise
(Shi et al., 2013).
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11.1.3.2  Polymorphismes des génes du récepteur de la vitamine D (VDR):

La vitamine D est une hormone de type stéroide qui agit en se liant au récepteur de la
vitamine D (VDR), appartenant a la superfamille des récepteurs d’hormones nucléaires. La
signalisation de la vitamine D/VDR joue un r6le important dans la régulation de la prolifération et
de la différenciation des cellules immunitaires, de I'activation des lymphocytes et de la production
de cytokines, contribuant probablement a lauto-immunité. 1l présente également des
caractéristiques anti-inflammatoires et anti-infectieuses (Kalueff et al., 2006).

Les SNP du gene VDR sont devenus le point central des études d'association dans la

recherche de facteurs génétiques impliqués dans le risque de PR (Uitterlindenet al., 2004).
Les quatre sites de polymorphismes VDR couramment étudiés sont Bsml, Apal, Fokl et Tagl. Les
polymorphismes Bsml et Apal sont situés pres de 'extrémité 3" du géne VDR dans l'intron entre les
exons 8 et 9, et Taqgl est situé dans l'exon 9. Ces polymorphismes entrainent des mutations de
codons silencieux associées a une stabilité accrue de 'ARNm des VDR (Fig.13) (Uitterlindenet al.,
2004).

— 12q12-14 Fok1(F/f) Trud1 Apai(A/a) Taqi(T/) Long/Short (L'S)

l l \ l 1 lpOMA)

el 5 4 — — i — — X UTR ) 3

/IA B IC II\ /III Iy Vv Vi Vil \'lll\

Cax-2 Zinc fingers Bsm1(B/b)

Human Vitamin-D receptor (VDR) gene structure

Figure 13.Sites polymorphes du géne du récepteur de la vitamine D (VDR) humain (Khan et
al., 2014)

11.1.3.3  Polymorphismes des génes de I'lL23R et de I'lL17 :

Il a été démontré que I'axe IL23/IL17 joue un role clé dans le développement de la PR. L'IL23
est nécessaire au développement des cellules Th17. De plus, I'lL23R est exprimée sur une variété de
cellules et peut stimuler directement la production d'IL17 par les cellules Th175. L'IL17 (A et F) est
une cytokine pro-inflammatoire, produite par les cellules T activées. Elle induit I'expression de
cytokines et de chimiokines et peut jouer un réle dans I'aggravation de lI'inflammation synoviale et
de la destruction osseuse dans la PR (Hymowitz, 2001).

Les données actuelles suggérent que les genes IL23R et IL17 sont d'excellents genes
candidats pour les maladies inflammatoires auto-immunes (Yu et al., 2012).
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En ce qui concerne les polymorphismes de I'lL23R, plusieurs études ont démontré que les
rs11209026, rs1343151et rs10489629 de I'lL23 augmentaient la susceptibilité a la PR dans les
populations caucasiennes, asiatiques et africaine (Song et al., 2012;Louahchi et al., 2016). En
outre, plusieurs études ont mis en evidence des associations entre les polymorphismes IL-17A
rs2275913, IL-17F rs763780 et IL-17A rs3819024 et la pathogenése de la PR (Lee & Bae, 2017).

11.1.3.4  Autres polymorphismes :

Il est bien documenté que les molécules inflammatoires, y compris les cytokines pro-
inflammatoires notamment l'interleukine (IL)-1, le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) et I'lL-
6sont des médiateurs essentiels des processus impliqués dans la physiopathologie de la PR
(Shimamoto et al., 2013;Sun et al., 2013). Les genes codant pour I'lL-1a, I'lL-1b et I'lL-1Ra sont
situés sur le bras long du chromosome 2, et plusieurs polymorphismes ont été signalés dans leurs
génes, dont certains étaient fonctionnels, affectant leur sécrétion et donc la susceptibilité aux
maladies, comme I'lL-1b (511C>T), le TNFa (-308 G>A), I'lL-10 (-1082 G>A) et I'lL-1Ra VNTR.
En outre, le géne humain IL-6 est situé sur le chromosome 7p21, rs1800796. Il existe plusieurs
polymorphismes d'halotype naturels dans le promoteur de I'IL-6, dont deux SNP situés aux
positions -622 et-174 dans la région flanquante 59.Un certain nombre d'études ont examiné
I'association de ces polymorphismes avec la PR (Grover et al., 2006; Pascual et al., 2000 ; Grover
et al., 2006).

D’autres rapports ont suggéré que les polymorphismes dans le gene miRNA-146a
rs2910164, et sa cible IRAK1 rs3027898 (la kinase associée au recepteur de l'interleukine (IL)-1),
ainsi que dans le gene miRNA-499 rs3746444 et sa cible PADI4rs1748033 sont liés a la PR
(Shakeret al., 2018). Les MiRNA forment une classe d'’ARN non codants qui sont supposés étre
des biomarqueurs pour le diagnostiques et le pronostiques de plusieurs maladies. Ils contribuent a
I'organisation de la plupart des processus biologiques comme l'architecture des chromosomes, la
prolifération cellulaire, I'apoptose, la résistance au stress et le maintien des cellules souches ( Zhao
et al., 2011). De nombreuses études ont annoncé que les polymorphismes dans les miRNA et leurs
sites cibles influencent la pathogenése de plusieurs maladies humaines, y compris la PR. Le
miARN-146a pourrait controler I'expression de IRAK1, IRAK2 et cible le TRAF6 (TNF receptor-
associated factor), qui sont des régulateurs de la voie de signalisation du TNF-o.D'autre part, le
miRNA-499 cible I'[L-17RB, I1L-23a, IL-2RB, 1L-6, IL-2, IL-18R, IL-21 et peptidyl arginine
deiminase type 4 (PADI4) (Nakasa et al., 2008; Huang et al., 2009).
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Un polymorphisme de PTPN22 qui se produit en position 1858 du géne est associé a la PR.
Cette association est modeste, car la prévalence de I’alléle a risque (PTPN22-1858T ou RG620W)
n’est que d’une moyenne de 15% dans la PR contre 10% dans le groupe témoin. Cependant, la
confirmation de cette association génétique dans plusieurs populations différentes est un argument
qui permet de considérer 1’allele PTPN22-1858T comme un gene de susceptibilité a la PR
(Kokkonen et al., 2007).

D'autres polymorphismes génétiques ont été identifiés correspondant a des genes codant pour
des protéines impliquées dans la transmission des signaux intracellulaire tels que : STAT4 et
TRAF1/C5. Ces recherches démontrent 1’importance des voies de signalisation dansle

développement des maladies auto-immunes (Plenge et al., 2007).

11.1.4 La rupture de tolérance :

Les lymphocytes autoréactifs sont capables de réagir aux peptides du soi. Chez les patients
atteints de PR, la proportion de lymphocytes T autoréactifs est plus éleveée par rapport aux
personnes en bonne santé, ce qui peut indiquer une anomalie de la sélection thymique.

Dans le thymus, les lymphocytes T qui reconnaissent les auto-peptides associés aux
molécules HLA de classe Il (présentées par les CPA) sont généralement éliminés par apoptose.
Cette sélection clonale dite négative, dans le cas de la PR, est déficiente et contribue a la survie des
lymphocytes T autoréactifs (Cantaert et al., 2009).

Aprés la reconnaissance de l'antigene, les T autoréactifs se différencient en cellules T
productrices de cytokines tels que l'interféron y (INF- y) et l'interleukine 2 (IL-2) (Réponse Thl)
(Pillon & Michiels, 2013).

De plus, de nombreuses études ont montré I’implication d’une nouvelle population de
lymphocytes auxiliaires qui produisent spécifiquement 1’IL-17 appelée TH17 (Miossec et al.,
2009).

L’interaction entre les lymphocytes B et T conduit a la production d’anti-ccp (par les
plasmocytes) (Humby et al.,, 2009).Cette réponse immunitaire humorale fait partie de la
pathogenese de la PR. Cependant, les plasmocytes qui produisent des anticorps n'expriment pas le
CD20, ce qui suggere que la contribution des lymphocytes B a la physiopathologie de la PR

consiste en d’autres mécanismes d’action (Vita et al., 2002).
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Dans I’immunopathologie de la PR, les lymphocytes B sont considérés comme des CPA
grace a leurs capacités de présenter des antigénes aux lymphocytes TCD4+ (Tighe et al., 1993). De
plus, ils capturent trés efficacement les complexes immuns par le biais des facteurs rhumatoides
membranaire.

L'implication des cellules B dans la présentation antigénique est 1’expression des molécules
HLA-DR et les récepteurs de type Toll (TLR)(Vita et al., 2002).

Les lymphocytes B produisent certains auto-anticorps qui sont détectés dans la PR, tels que
les facteurs rhumatoides et autres auto-anticorps (anti-RNP-33 humaine, anti-BiP...)(Eliaou et al.,
1988).

I1.2  Phase inflammatoire clinique :

11,21 Immunité innée :

Le réle de I'immunité innée dans l'organisme est l'identification des substances étrangéres,
lors de la rencontre avec le non-soi, principalement par les macrophages et les cellules dendritiques
via des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) principalement les Toll-Like
receptor (TLR) membranaires ou intracellulaires.

L’activation de I’immunité innée entraine la production de cytokines et de chimiokines
inflammatoires. Dans la PR, il existe de nombreuses preuves que le systeme immunitaire inné est
activé de maniére persistante, comme en témoigne I'hyper expression de cytokines dérivées des
macrophages. Alors que la compréhension du systéme immunitaire inné dans la PR continue de

s'étendre (Falgaroneet al., 2005).

11.21.1 Lerbledes TLR danslaPR:

Un rdle potentiel des récepteurs de type Toll (TLR) dans la pathogenése de la PR a été
proposé par de nombreux groupes au cours de la derniére décennie. Les TLR sont des régulateurs
clés de I'immunité innée qui détectent les agents pathogenes et y répondent en régulant a la hausse
les marqueurs de surface cellulaire et en induisant la production de cytokines. Le concept selon
lequel les TLR peuvent étre a l'origine de la production de cytokines dans la PR a pris de I'ampleur
aprés la découverte que les TLR peuvent reconnaitre non seulement les agents pathogénes mais
aussi les molécules endogénes présentes sur les sites d'inflammation et de Iésions tissulaires. De
méme , les TLR peuvent jouer un réle dans la perpétuation de l'inflammation chronique dans de

nombreuses maladies auto-immunes en lI'absence d'infection (Huang & Pope , 2009).
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L'activation consécutive des TLR sur les cellules résidant dans la synoviale entraine une
production accrue de cytokines inflammatoires clés telles que le TNF-a et I'IL-1, qui peuvent a leur
tour activer les synoviocytes fibroblastiques (FLS), entrainant une augmentation des MMP (matrix
metalloproteinases), ce qui conduit a une perte d'homéostasie entre les TIMPs (tissue inhibitor of
metalloproteinases) et les MMP , ce déséquilibre contribue a une destruction accrue de la matrice
extra cellulaire et du cartilage, entrainant la libération de DAMP(damage-associated molecular
patterns) et I'activation des TLR sur les FLS(Fig. 14)(O’reilly & Duffy, 2016).
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Figure 14.Le r6le des TLR dans la PR(O’reilly & Duffy, 2016).

1.2.1.3  Macrophages et polyarthrite rhumatoide :

Les macrophages jouent un role clé dans la pathogenése de la polyarthrite rhumatoide (PR).
Ils produisent de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et contribuent ensuite a
la destruction du cartilage et des o0s. On trouve un nombre accru de macrophages dans le tissu
synovial; ces cellules peuvent étre activées pour produire des cytokines inflammatoires (Lebre &
Tak, 2010).
A partir d'une étude de polarisation in vitro utilisant des monocytes humains, il a été constaté que le
CD80 est le principal marqueur phénotypique des macrophages humains type 1 polarisés par I'IFN-
vy, alors queCD20R est régulé a la hausse et CD14 est spécifiquement régulé a la baisse sur les
macrophages type 2 polarisés par IL-4, tandis que CD163 et CD16 se sont révélés étre des
marqueurs spécifiques des macrophages polarisés par I'IL-10 (Tak & Bresnihan, 2000; Hamilton
& Tak, 2009) (Fig. 15).
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Figure 15. Les macrophages dans les maladies rhumatismales (Ambarus et al., 2012).

11.2.1.3  Neutrophiles et polyarthrite rhumatoide :

Les neutrophiles contribuent a la pathologie de la polyarthrite rhumatoide (PR) par la
libération de molécules cytotoxiques et immunorégulatrices.

Les neutrophiles des patients atteints de PR ont un phénotype activé : apoptose retardée,
capacité accrue a produire des espéces réactives de l'oxygene, expression active des genes et
expression membranaire des récepteurs Fcy de haute affinité.

Les pieges extracellulaires des neutrophiles pourraient étre une source d'auto-antigenes citrullinés
(protéines cytoplasmiques hypercitrullinées et histones citrullinées) dans la PR (Wright et al.,
2014); (Zhang et al., 2020).

11.2.2 Immunité adaptative :

L’immunité acquise est une réponse immunitaire spécifique contre un antigene. Les cellules
présentant 1’antigene, les lymphocytes T et les lymphocytes B sont les principaux acteurs
cellulaires. Elle joue un role central dans la pathogenése de la polyarthrite rhumatoide (PR)
(Yamada, 2021).
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11.2.2.1 Lymphocyte B :

Dans le contexte de I’inflammation arthritique, les LB présents dans I’infiltrat articulaire sont
a ’origine de la synthése de plusieurs anticorps, comme le FR ou bien les Ac anti-peptides
citrullinés (qui sont associés a la PR), suggerant que ces cellules jouent unrdle pivot dans la
physiopathologie de la PR. De plus, I’apparition d’auto-anticorps peut précéder de nombreuses
années le debut des premiers symptomes cliniques de la PR(Fig.16) (Potter et al., 2002; Sellam et
al., 2011).

Des données récentes indiquent des défauts précoces dans les points de contrdles lors de la
genése des LB (probablement au niveau de la moelle osseuse), ce qui entraine 1’accumulation des
LB auto-réactifs dans la circulation.

Comme la recombinaison des segments V(D)J est un mécanisme aléatoire, il n’est pas
étonnant qu’il soit produit des LB ayant une affinité avec le « soi ».Cependant, des mécanismes
physiologiques (delétion, anergie et réédition du BCR) permettent de réduire le nombre de LB auto-

réactifs circulants (Corsieroet al., 2014).

Le role pathologique des LB est également appuyé par ’efficacité du Rituximab dans la PR,
un Ac anti-CD20 qui cible particulierement les LB. Cette réduction des LB diminue de fagon
considérable 1’inflammation synoviale et les marqueurs pathologiques de la polyarthrite rhumatoide
(Ohata et al., 2005).
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Figure 16. Les lymphocytes B au niveau périphérique et synovial chez les
patients atteints de PR (Corsiero et al. 2014)
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11.2.2.2 Lymphocyte T :

Les lymphocytes T autoréactifs sont capables de réagir avec des peptides du soi. Chez les
patients atteints de PR, la proportion de ces lymphocytes T autoréactifs serait plus élevée que chez
les sujets normaux et serait due a une anomalie de la sélection thymique. Les lymphocytes naifs,
aprés reconnaissance d’un antigene, vont se différencier en lymphocytes T producteurs d’interféron
v, d’IL2 ou encore d’IL17. Cette réponse est dite de type Thl par opposition a une réponse de type
Th2 qui se traduit plutdt par une production d’IL4. Ces lymphocytes T sont recrutés a partir du sang
périphérique et s’organisent en agrégats qui ressemblent par leur morphologie a 1’architecture
folliculaire des ganglions lymphoides, avec également la présence de veinules post capillaires (High
endothélial veinules). La modulation de la réponse lymphocytaire T repose en grande partie sur une
population de lymphocytes T appelée T régulateurs (Treg), dont le phénotype est CD4*CD25". I
existe des lymphocytes Treg naturels et des lymphocytes T induits en réponse a un antigene
(Burgos et al., 2010).

L’action immunomodulatrice des Treg est due a des molécules membranaires comme
CTLAA4, GITR ou OX40 et a des cytokines parmi lesquelles 1’IL-35 semble étre caractéristique, a
coté du role important de I’'IL-10 et du TGFp. La réponse favorable aux anti-TNF s’accompagne
d’une augmentation du nombre des Treg. Parmi les hypothéses, le ciblage de Treg, voire leur
transfert, pourrait étre une piste intéressante dans le traitement des patients atteints de polyarthrite
rhumatoide (Cope, 2008).

11.2.3  Les cellules mésenchymateuses :

Dans les articulations atteintes d’arthrite, des cellules mésenchymateuses sont présentes et
pourraient participer au processus pathologique. 1l a été montré dans le modéle d’arthrite au
collagene une migration précoce des cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse a la synoviale
(Marinova-Mutafchieva et al., 2000). Cette migration dans le tissu inflammatoire est inhibée par
un anticorps anti-TNF. Dans la synoviale rhumatoide, les cellules mésenchymateuses exprimant des
récepteurs pour les CD44 (ou le récepteur pour 1’acide hyaluronique)représentent jusqu’a 25 % des
cellules synoviales (Marinova-Mutafchieva et al., 2002).

Par ailleurs, une équipe a montré I’expression de génes de morphogenése comme le géne wnt par
des précurseurs présents dans le tissu synovial. La surexpression anormale des genes wnt serait a
I’origine de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires pouvant expliquer ainsi une inflammation
chronique (Sen et al., 2000).
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11.3 Phase de la destruction articulaire :

11.3.1  Erosions osseuses :

La destruction du cartilage et I’érosion osseuse, caractéristiques de la PR, sont dues a une
attaque du cartilage par les MMPs «Matrix Metalloproteinase », enzymes protéolytiques
caractérisées par leur capacité de dégrader la matrice extracellulaire aPH physiologique, et a un
déséquilibre de la balance du remodelage osseux (Karouzakis et al., 2006).

Dans I’articulation rhumatoide, sous I’action du TNFa, de I’'IL6 et de I’IL17, les synoviocytes
sécretent les MMPs (MMP1 et MMP3) qui détruisent le cartilage. 1l est connu que les fibroblastes
synoviaux secrétent les MMP-1, 3 et 13 en plus de MMP14 et 15 appartenant a la famille des MMP
membranaires appelés les MT-MMP qui activent les MMP-2 et MMP-13. Les fibroblastes
synoviaux ont la capacit¢ de produire un autre type d’enzymes de dégradation des matrices
extracellulaire, la cathépsine B, K et L, au site d’invasion cellulaire. L’érosion osseuse de la PR est
la conséquence d’une activation anormalement entretenue des ostéoclastes. Sous I’action du «
macrophage colony stimulating factor » (M-CSF) et de ’activation de RANK, les pro-ostéoclastes
dérivés des précurseurs myéloides (monocytes/macrophages) se transforment en ostéoclastes.

Le récepteur RANK est activé par sa liaison avec son ligand RANKL soluble ou exprimé sur les

synoviocytes, les ostéoblastes et les T activés(Fig.17) (Pap et al., 2000).
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Figure 17. Implication du systtme RANK-L/RANK dans I’érosion osseuse (Yasuda et al., 1998)
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I11.3 Diagnostic de la polyarthrite rhumatoide :

Le diagnostic de la polyarthrite rhumatoide (PR) doit étre précoce, car il conditionne
l'instauration rapide d'un traitement de fond dans 1’idéal dans les 3 a 6 mois apres I’apparition des
premiers symptdémes. Un diagnostic rapide permet une prise en charge précoce stoppant ou
ralentissant 1’évolution et permettant de prévenir les déformations articulaires (Visser, 2005).

Le diagnostic se fera en 3 étapes :

111.1.1 Identification d’un rhumatisme inflammatoire

Afin de confirmer la présence de polyarthrite, il est essentiel de documenter la présence de
synovites. Bien que 1’examen articulaire puisse sembler inaccessible pour certains, il existe des
astuces qui peuvent étre utiles. La simple observation et palpation d’endroits spécifiques permet de

mettre en évidence la présence de synovites (Tableau 2) (Tremblay, 2009).

Tableau 2. Principales articulations a examiner afin d’identifier la présence de synovites(Tremblay, 2009)

Les articulations métacarpo-phalangiennes sont palpées de part et d’autre du tendon de
I’extenseur du doigt. Il ne faut pas ignorer la localisation exacte de la MCP. Elle est située a
Iextrémité de la téte métacarpienne. Le gonflement articulaire est facilement perceptible en cas
de synovites, la deuxiéme ainsi que la troisieme sont fréquemment atteintes dans la PR

Au poignet, interligne de I’articulation radio-carpienne est le site ou rechercher la synovite.
L’interligne articulaire est retrouvé a quelques millimétres en distal du tubercule de lister. En
temps normal il est facilement palpable, mais en cas de synovite du poignet, le gonflement
empéche de palper distinctement les structures osseuses. Les cas échéants, la palpation du
poignet est douloureuse et I’amplitude articulaire est diminuée.

Le gonflement du coude occasionne un bombement synovial, se manifestant par une perte des
dépressions habituellement visualisées au niveau des gouttieres para- olécranienne. Un
gonflement significatif entraine généralement un flexum du coude. Pour détecter I’épanchement
articulaire, I’examinateur appose les doigts contre les gouttiéres para- olécraniennes, le coude
du sujet fléchi. Il étend ensuite progressivement le coude jusqu’ a son extension compléte. En
cas de synovite, I’examinateur perd le contact avec les structures osseuses et percoit plutdt le
bombement synovial en ramenant le coude en extension

A moins d’étre face a un gonflement articulaire massif de 1’épaule, il est difficile de visualiser le
gonflement articulaire. La présence des synovites est suspectée lorsque la mobilisation passive
de I’épaule est douloureuse, associée a une limitation de ’amplitude articulaire.

Aux genoux, la présence de chaleur est un signe physique important. Les méplats sont comblés,
le récessus sous quadricipital est gonflé et les manceuvres de flot ou de glagon sont positifs.

La synovite de la cheville occasionne son gonflement diffus, particulierement localisé au niveau
de Pinterligne articulaire et au pourtour des malléoles ; & la palpation le médecin note la
présence de gonflement et la perte de Iinterligne.

L’interligne articulaire des articulations métatarso- phalangiennes peut étre palpé directement.
Le médecin peut aussi simplement dépister la présence de synovites en effectuant une
compression latérale contre les tétes métatarsiennes ; le cas échéant, cette manceuvre devrait étre
douloureuse.
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I11.1.2 Critéres de classification de la polyarthrite rhumatoide

Il s’agit ici d’effectuer un diagnostic différentiel avec de 1’arthrose, une spondylarthrite, un
lupus, une maladie de Still etc...

Dans la PR, il n’y a jamais d’atteinte du rachis dorsal ou lombaire ni des sacro-iliaques ce qui
permet de faire le diagnostic différentiel avec les spondylarthropathies.

Une atteinte des épaules peut faire évoquer a tort une pseudo polyarthrite rhizomélique chez
le sujet age.

Lorsque le score ACR/EULAR est > 6/10, en présence d’un tableau clinique incluant au
moins une synovite et en |’absence d’élément orientant vers le diagnostic d’un autre
rhumatisme inflammatoire, le diagnostic de polyarthrite rhumatoide peut étre posé par le
rhumatologue (Tableau 3) (BENFREHA 2018).

Tableau 3. Critéres de classification de la polyarthrite rhumatoide proposés par I’ACR/EULAR
de 2010(EULAR 2010)
Atteinte articulaire (0-5)
1 grosse articulation
2-10 grosses articulations
1-3 petites articulations (grosses articulations non comptées)
4-10 petites articulations (grosses articulations non comptées)

g w N - O

> 10 articulations (au moins 1 petite articulation)
Sérologie (0-3)
FR négatif et ACPA négatif 0

FR faiblement positif (1 a 3 x normale) ou ACPA faiblement positif (1 a 3 x
normale)

N

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

< 6 semaines 0
> 6 semaines

Biologie inflammatoire (0-1)
CRP normale et VS normale 0

CRP anormale ou VS anormale
Polyarthrite rhumatoide si score > 6

36|Page



Chapitre 111 : Diagnostic et prise en charge thérapeutique de la polyarthrite rhumatoide

111.1.3 Recherche de facteurs pronostiques :

Devant un diagnostic clinique positif de polyarthrite rhumatoide le médecin prescrira un bilan
biologique et un bilan d’imagerie (Tableau 4)

Tableau 4.Facteurs de mauvais pronostic dans 1’arthrite rhumatoide (HAZELTINE &
TREMBLA, 2014)

FACTEURS DE MAUVAIS PRONOSTIC DANS La
POLYARTHRITE RHUMATOIDE
Atteinte polyarticulaire
Handicap fonctionnel initial
Atteintes extra-articulaires
Presence du facteur rhumatoide et anti-ccp positif
Vitesse de sédimentation et protéine C réactive élevée
Apparition précoce d’érosions
Facteurs socio- démographiques
Présence du marqueur génétique HLA-DR4

I11.1.4 Bilan d’imagerie :

L’exploration radiologique est le complément indispensable de I’examen clinique et
biologique d’aide au diagnostic d’une polyarthrite rhumatoide (PR) et pour en faire le suivi. Les
techniques d’imagerie nouvelles telles que ’IRM et 1’échographie pour la détection des synovites et
des érosions ont une meilleure sensibilité que I’examen clinique ou la radiographie conventionnelle
d’autant que les radiographies standards sont souvent normales dans les formes débutantes. Compte
tenu des difficultés d’accés, ’IRM n’est pas recommandée en premiére intention. L’échographie
peu onéreuse et plus pratique que I’IRM, demeure un outil facile d’utilisation, reproductible, utile

au diagnostic et a la surveillance de cette maladie (Bencharif et al.,2014).

111.1.4.1 Radiographie standard
Les radiographies standards font généralement partie du bilan initial et sont réalisées en
complément de I'examen clinique et biologique. Les signes élémentaires caractéristiques a
rechercher (Fig.18) :
* Des érosions périarticulaires au niveau des zones de réflexion de la synoviale
« Des géodes intra osseuses juxta-articulaires
« Un pincement articulaire, secondaire a la destruction cartilagineuse (Littlejohn & Monrad,
2018).
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Figure 18. Radiographie standard du poignet (face) : déminéralisation en bande, érosion (E),
pincement (P )(Bencharifet al.,2014).

111.1.4.2 Echographie ostéoarticulaire :

L’échographie ostéoarticulaire en mode B couplée au mode Doppler puissance est une
technique trés performante, elle est plus sensible que I’examen clinique pour détecter les synovites
et les ténosynovites et plus sensible que la radiographie conventionnelle pour détecter les érosions
(Szkudlarek et al., 2006).

111.1.4.3 Imagerie par résonnance magnétique :

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est un excellent moyen d'exploration dans la PR
; les trois signes recherchés qui sont la synovite, I’cedéme intra-0sseux et les érosions peuvent étre
quantifiés par le score « RAMRIS » basé respectivement sur les séquences en T1, en T2 fat sat et en
T1 fat sat aprés injection de gadolinium dans deux plans (coronal et axial) (fig.19). L'IRM prédit
d'une future progression structurale. En effet, L’cedéme intra-0Sseux est un signe précurseur
réversible de I'apparition d'une érosion (Visser, 2005).
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Figure 19.IRM dédiée: Confirmation d’un pannus synovial (Bencharif et al., 2014).

111.1.5 Bilan biologique :

Le bilan biologique s’attachera a rechercher un syndrome inflammatoire avec le dosage de la
protéine C réactive CRP et la vitesse de sédimentation VS, et surtout des facteurs plus spécifiques
de la polyarthrite rhumatoide : facteur rhumatoide (FR) IgM, Ac anti-peptides citrullinés Anti-CCP
(Heidari, 2011).

111.1.5.1 Les marqueurs inflammatoires

Le dosage de la protéine réactive C (CRP) de la Vitesse de Sédimentation (VS) et la formule
de numération sanguine (FNS) ont pour but de confirmer la présence d'un syndrome inflammatoire
sans préciser 1’étiologie de celui-ci, surtout au début de son évolution, en raison du caractere
inconstant des signes biologiques, et du retard d'apparition des érosions articulaires radiologiques.
La VS sera augmentée et supérieure a 20mm a la 1¢re heure, et la CRP dépassera les 10 mg/L. D’un
point de vue FNS, le bilan peut révéler une thrombocytose inflammatoire, une anémie, et une leuco-
granulopenie (Littlejohn&Monrad, 2018).

111.1.5.2 Examens sérologiques :
A. Facteurs rhumatoides :
Le facteur rhumatoide (FR) est un auto-anticorps dirigé contre la région Fc des IgG humaines.
Des dépdts de FR liés aux IgG se produisent dans divers tissus, tels que la synovie ou les

articulations.
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IIs interférent avec la fonction normale de l'articulation et favorisent I'inflammation locale,
entrainant des Iésions tissulaires et parfois des Iésions des vaisseaux sanguins dans la zone affectée
(Goldbach-Mansky et al., 2000).

Le test FR est utilise comme marqueur diagnostique de la polyarthrite rhumatoide, car sa
présence est associée a un risque accru de développer une PR chez les personnes présentant des
symptdmes arthritiques légers. Des niveaux plus élevés sont également détectés dans les formes
plus graves de la maladie, ce qui constitue un facteur de pronostic sévére pour les patients (Nell,
2005).

B. Anti Peptides Cycliques Citrullinés :

Ces auto-anticorps ont regu successivement plusieurs appellations : anti-périnucléaires (1964),
anti-kératine (1979), anti-stratum corneum, anti-filaggrine (1993), anti-peptides cycliques citrullinés
(anti-CCP) (2000). Ces anticorps ont comme cible commune des épitopes citrullinés générés par la
modification post-traductionnelle de différentes protéines, fréquente au cours de 1’inflammation.
Cette modification est nommée déimination ou citrullination et se fait grace a une enzyme, la
peptidyl arginine déiminase au sein de la membrane synovial (Musset & Ghillani-Dalbin, 2013).

La détermination des Anti-CCP peut avoir une signification pronostique importante, car la
production d'Anti-CCP peut précéder de plusieurs années I'apparition des symptémes cliniques de la
PR.Les personnes séropositives pour I'Anti-CCP souffrant d'une arthrite précoce et indifférenciee
ont un risque plus élevé de développer ultérieurement une PR. Chez les patients atteints de PR, la
présence de I'Anti-CCP est associée a une évolution progressive et destructrice de la maladie
(Nakken et al., 2017).

C. LesAAN:

Les anticorps anti-nucléaires (AAN), sont des auto-anticorps dirigés contre des déterminants
antigéniques du noyau mais aussi du cytoplasme des cellules de 1’organisme.

Les AAN sont principalement recherchés au cours de maladies auto-immunes non spécifiques
d’organes. Ils sont positifs dans 40 a 50 % des cas de PR (Musset & Ghillani-Dalbin, 2013).
D. Anticorps anti-collagéne

Les anticorps anti-collagéne ont été décrits pour la premiére fois par Steffen en 1970. Les
études ultérieures se sont principalement concentrées sur les anticorps contre le collagéne de type I1.
Leur fréquence estimée dans la PR est assez faible et varie fortement, de 3 a 27 %.

Ces types d'anticorps ont a la fois une faible sensibilité et une faible spécificité pour la PR, ce

qui limite leur utilité pour le diagnostic de la PR (Nakken et al., 2017).
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E. Anti-CarP :
La présence d'anticorps contre les protéines carbamylées (Anti-CarP) chez les patients atteints
d'arthralgie permet de prédire le développement de la PR indépendamment des anticorps anti-CCP2.
De plus, la présence d'anticorps anti-CarP dans la PR indique une évolution sévere de la maladie et

une progression radiologique rapide (Littlejohn & Monrad, 2018).
111.2  L’évaluation de I’activité de la polyarthrite rhumatoide :

Sur le plan clinique une évaluation sera faite par le praticien toutes les 4 a 8 semaines au
début puis tous les 3 mois (Dudler et al., 2005).

111.2.1  Douleurs et inflammation

La consultation évaluera la douleur : elle prendra en compte 1’échelle visuelle analogique
EVA douleur c6té de 0 a 10, ainsi que le nombre de réveils nocturnes non positionnels.

Les réveils nocturnes dus au changement de position évoquant plutét une douleur mécanique
et non inflammatoire ne seront pas pris en compte.

Cette consultation évaluera également I’inflammation (nombre de synovites, durée de
dérouillage matinal), les mobilités articulaires, la tolérance des traitements.
La réglette EVA est composée d’une face patiente avec un curseur qu’il placera en fonction de

I’intensité de sa douleur : ce curseur correspondra a un score de 0 a 10 sur la face de mesure du

clinicien (Bouaddi, 2012).
111.2.2 Les différents scores d’activité :

111.2.2.1 DAS28:

Le DAS28 (Disease activity score 28) comporte le nombre d’articulations gonflées sur 28
articulations (NAG28), le nombre d’articulations doulourecuses sur 28 articulations
(NADZ28), la vitesse de sédimentation (vs) et la santé globale (EVA de 0 a 100). Le DAS28 est
calculé par la formule suivante :

DAS28 =0.56 x V(NAD28) + 0.28 x V(NAG28) + 0.70 x In(VS) + 0,014 x (EVA santé globale).

En considérant le DAS28, une polyarthrite rhumatoide a une :

. Activité élevée si DAS28 > 5,1

. Activité modeérée si DAS28 entre [3,2-5,1],
. Faible activité sSiDAS28 < 3,2

. Rémission si DAS28 < 2.6.
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Il existe egalement une version du DAS28 a 3 variables sans lasanté globale.ll a été
ensuitedéveloppeé une version utilisant la CRP. LeDAS28 CRP est calculé par la formule suivante :
DAS28 CRP = 0,56 x V(NAD28) + 0,28 x Y(NAG28) + 0,36 x In(CRP + 1) + 0,014 x
(EVAsanté globale) + 0,96(Gaujoux-Viala, 2017)
111.2.2.2 SDAI:
Le Simplifed Disease Activity Index (SDAI), récemment développé et validé, est la somme

algébrique de cing parametres :

» Nombre d’articulations gonflées (28 articulations étudiées),

» Nombre d’articulations douloureuses (28 articulations étudiées),

« Activité de la maladie jugée par le patient et le praticien (échelle visuelle analogique de 0 a

10),

« C-réactive protéine (mg/dl).

En considérant le SDAI, une polyarthrite rhumatoide a une :

* Activité élevée si SDAI >26 ;

 Activité modérée si SDAI>11 et <26 ;

* Activité faible si SDAI<I11 ;

* Rémission si SDAI <3,3 (Aletaha et al., 2005).

111.2.2.3 CADI :
Le Clinical Disease Activity Index (CDAI) comporte les mémes mesures que le SDAI sauf la
CRP, il s’agit donc d’un critére d’activité basé purement sur des données cliniques.
En considérant le CDAI, une polyarthrite rhumatoide a une :
o Activité élevée si CDAI >22 ;
* Activité modérée si CDAI >10 et <22 ;
* Activité faible si CDAI <10 ;
» Rémission si CDAI <2,8 (Bouaddi, 2012).

111.2.2.4 Indice HAQ:
La mesure de I'impotence fonctionnelle était longtemps calculée par I'indice fonctionnelle de
Lee beaucoup plus fréquemment par le HAQ :
Le HAQ est rempli par le patient. Il explore 8 items (Tableau 5). Le score obtenu est compris

entre 0 et 3. Le HAQ est lent a réaliser. 1l est utile pour évaluer le niveau d'handicap chez un groupe
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de patient dans les essais cliniques mais il est peu utile dans I'appréciation de I'activité de la maladie

et la réponse thérapeutique (Dudler et al., 2005).

Tableau 5. Réalisation pratique du HAQ (Dudler et al., 2005).

Etes-vous capable de :
Habillement, soins corporels
> vous habiller, y compris nouer vos lacets et boutonner vos vétements ?
> vous laver les cheveux ?

Se lever
> vous lever d'une chaise ?
> vous mettre au lit et vous lever du lit ?

Les repas

> couper votre viande ?
> porter a votre bouche 1 tasse ou 1 verre bien plein ?
> ouvrir une brigue de lait ou de jus de fruit ?
La marche
> marcher en terrain plat a I'extérieur ?
> monter 5 marches ?

Hygiéne
> vous laver et vous sécher entierement ?
> prendre un bain ?
> Vous asseoir et vous relever des toilettes ?
Attrapé
> prendre un objet pesant 2,5 kg situé au-dessus de votre téte ?
> vous baisser pour ramasser un vétement par terre ?
Préhension

> ouvrir une porte de voiture ?
> dévisser le couvercle d'un pot déja ouvert une fois ?
> ouvrir et fermer un robinet ?

Autres activité
> faire vos courses ?
> monter et descendre de voiture ?
> faire des travaux ménagers tels que passer I'aspirateur ou faire du petit jardinage ?

I11.3  La prise en charge thérapeutique de la PR:

L’instauration d’un traitement de la polyarthrite rhumatoide (PR) doit débuter des le
diagnostic de la pathologie. L’explication du traitement médicamenteux doit étre compléte que
possible et insister sur le rapport bénéfice/risque du traitement et 1’observance nécessaire par le
patient. Selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS), cette phase d’information
doit aborder :

* I’explication de la maladie ;

* les différentes modalités évolutives possibles ;
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* les progres réalisés avec les stratégies thérapeutiques actuelles ;

* I’efficacité et la tolérance des traitements ;

 ’importance de I’observance du traitement prescrit ;

* la nécessité de réaliser réegulierement les examens cliniques, biologiques et d’imagerie de

controle (Michiels & Pillon, 2013).

Le traitement médicamenteux comporte des thérapeutiques a visée symptomatique contre la

douleur et I’inflammation (antalgiques, AINS, corticoides) et des traitements dits de fond
susceptibles de freiner I’évolution de la maladie et qui se divisent en deux groupes : les traitements

de fond conventionnels ou classiques et les biothérapies (Zakariya et al., 2019).

111.3.1 Les traitements symptomatiques :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) visent uniquement a soulager la douleur et
réduire I’inflammation ; leur utilisation est recommandée en association avec un traitement de fond.
Ils sont généralement administrés par voie orale a une posologie efficace, en tenant compte de leurs
effets secondaires, notamment la toxicité digestive, cardiovasculaire et rénale, ce qui justifie une
surveillance étroite sur le plan clinique et biologique (mesure de la tension artérielle, contréle de la
fonction rénale...). Il faut par ailleurs faire attention aux allergies assez fréquentes dues a I’aspirine
et aux AINS. Une corticothérapie peut étre utilisée quand ces AINS ne s’avérent pas assez efficaces
pour soulager le patient. En pratique :

» La prédisons est utilisée en premiére intention ;

* La dose est faible de I’ordre de 5 et 10 mg par jour ;

» Le sevrage doit étre planifié deés le départ ; le plus souvent en diminuant progressivement
la posologie afin d’éviter tout risque de corticodépendance.

* le recours a la voie intraveineuse (bolus) ne se congoit qu’en milieu hospitalier dans des
situations particulieres (poussée articulaire majeure, manifestations viscérales) (Zakariya et
al., 2019).

De nombreuses études ont montré un sur-risque d’infections séveéres lié aux corticoides méme
en cas de dose faible de prednisone, d’autres ¢tudes récentes ont également montré une
augmentation de la mortalité associée a I’utilisation des corticoides pour des doses > 5 mg/j. Pour
cela, les corticoides en monothérapie ne sont pas recommandés et ne doivent étre utilisés que dans
des cas exceptionnels, lorsque tous les autres traitements de fond sont contre-indiqués. Comme
toute corticothérapie au long cours, des mesures hygiéno-diététiques doivent y étre associées

permettant de limiter les risques cardio-vasculaires, métaboliques et osseux. Elle nécessite une
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surveillance du patient par la recherche de protéines dans les urines, un régime sans sel, ainsi que la
recherche d’une fragilisation osseuse par ostéodensitométrie. Cette derni¢re peut étre prévenue par
une supplémentation en vitamine D et calcium ou traitée par ’administration de bisphosphonates

(Dixon et al., 2012).

111.3.2 Les traitements de fonds conventionnels ou classiques :

Le choix du traitement de fond doit tenir compte des spécificités du patient qui peuvent
générer certaines contre-indications. La molécule de référence est le méthotrexate. Les molécules
utilisées nécessitent de prendre des précautions d’emploi et générent des effets indésirables
importants. Ces traitements sont donc soumis a une surveillance réguliere (Michiels & Pillon,
2013).

111.3.2.1 Méthotrexate :

Le méthotrexate a été développé comme antagoniste du métabolisme de I’acide folique.
Cependant, 1’un des mécanismes d’action principaux dans la PR implique probablement un effet
inhibiteur de la libération d’adénosine, qui aurait ensuite un effet anti-inflammatoire en se liant
aux récepteurs A2R et A3R (Cutolo, 2001).

111.3.2.2 Léflunomide :

Le Iéflunomide est un inhibiteur sélectif de la synthése des pyrimidines, qui prévient
I’expansion des lymphocytes, la pyrimidine étant utilisée par ceux-ci en quantité importante lors de
leur prolifération. D’autres mécanismes anti-inflammatoires sont également postulés (Breedveld,
2000).

111.3.2.3 Sulfasalazine

La sulfasalazine est un sulfonamide dont le mécanisme d’action anti-inflammatoire dans la

PR n’est pas clair , mais implique possiblement aussi I’adénosine et I’inhibition du facteur

nucléaire kappa B (NF-kB)(Wabhl et al., 1998).

111.3.2.4 Agents antipaludiques
Les agents antipaludiques chloroquine et hydroxychloroquine n‘ont démontré qu'une efficacité
modeste dans la PR. En raison de leur bon profil de sécurité, ils peuvent étre appropriés pour
certains patients, mais leur réle principal dans la PR est en association avec le méthotrexate ou la
sulfasalazine, ou les deux. lls ont un réle plus prééminent dans le traitement des maladies

rhumatismales systémiques (Van Vollenhoven, 2009).
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111.3.3 Les traitements biologiques :

D’apparition plus récente, les biothérapies ont comme principal but de cibler trés précisément
les composantes immunologiques présentes dans la PR, a savoir les cytokines (TNFa, I’interleukine
(IL)-1, ’IL-6), ainsi que la coopeération lymphocytaire B et T.

Leur introduction dans la thérapeutique s’effectue généralement lors d’un échappement
thérapeutique aux traitements de fond habituels, c’est-a-dire lorsque la PR demeure sous forme
active. Elles sont alors associées au traitement de fond afin d’avoir un effet synergique (Michiels &
Pillon, 2013)

111.3.3.1 Anti-TNFa :

Le TNF alpha occupe une place importante dans le processus inflammatoire et 1’immunité
innée en se fixant sur I’un de ses récepteurs TNF R1, et le TNF R2 (Testas et al., 2014).

Le TNF apparait comme une cible de premier choix en termes d’immunothérapie. Trois molécules
sont actuellement utilisées, soit comme inhibiteur direct, soit sous forme de récepteur soluble
inhibant son action (étanercept, adalimumab, infliximab) (Fig.20) (Cohen et al., 2005).

111.3.3.2 L’Anakinra:

L’anakinra (Kineret®) est un antagoniste des récepteurs de I’interleukine-1 (IL-1 ra) : il
entrave 1’action de cette cytokine dans le processus inflammatoire et la destruction articulaire au
cours de la PR (Fig.20).

L’anakinra est actuellement indiqué dans la PR active et réfractaire de 1’adulte, aprés échec a au
moins un traitement de fond. Compte tenu de son efficacité modérée par rapport aux anti-TNFa et
d’un profil de tolérance satisfaisant, il peut €tre initi¢ chez les patients « fragiles » ayant une contre-
indication relative aux anti-TNFa (en particulier infecticuse) (Carmona et al., 2005).

111.3.3.3 Le Tocilizumab (anti-1L6)

L’IL6 est une cytokine pro-inflammatoire, dont le réle dans la pathogénie de la PR est prouvé
avec un tropisme systémique et articulaire. La premiere molécule développée est le Tocilizumab
qui neutralise I’effet de I’IL6 en bloquant son récepteur membranaire(Fig.20). Son efficacité a été
prouvée dans plusieurs études (Testas et al., 2014).

111.3.3.4 L’Abatacept

L’ Abatacept est une protéine de fusion comportant le CTLA4 qui va inhiber I’interaction de
CD28 (récepteur présent sur les lymphocytes T) et le complexe CD80/CD86 (présent sur les
cellules  présentatrices  d’antigéne)  entravant  ainsi la transduction des signaux
stimulateurs(Fig.20). 1l est indiqué en cas d’échec au méthotrexate ou un autre traitement et aussi

apres inefficacité d’un anti TNF(Abrams et al., 1999).
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111.3.3.5 Le Rituximab
Le Rituximab est un anticorps monoclonal chimérique qui induit 1’apoptose des lymphocytes
B, en se fixant sur son récepteur membranaire CD20 (Fig.20). Il est réserveé aux échecs et/ou
intolérance a un anti TNF ou un autre traitement biologique, et dans certaines situations
(lymphome ou maladie démyélinisante) apres échec au méthotrexate (Gaujoux-Viala et al.,
2010).

. Tocilizumab

AN Infliximab A
( TNFa I
/'/ Adalimumab

ﬁf Récepteur de I'IL-6

\
N\

.

Cellule présentatrice

Etanercept e
d’antigénes Lymphocyte T

Rituximab

Anakinra ’
/ D20
' &
CD80/B6 ) CcD28

(@
Récepteur de I'IL-1 E] Abatacept Lymphocyte B

Figure 20. Schéma resumant les différentes biothérapies disponibles actuellement contre la
PR(Testas et al., 2014).

111.3.4 Les traitements de demain :

Il s’agit d’une nouvelle classe thérapeutique ciblant les voies de signalisation intracellulaires.
Les principales voies de signalisation intracellulaire impliquées dans I’inflammation sont les
mitogen-activated protein (MAP) kinases, les phosphoinositide 3(PI3) kinases, les janus kinase
(JAK) kinases, le facteur de transcription nuclear factor kB (NFkB) et bien d’autres encore(Combe,
2006).

Et puis il y’a d’autres molécules dont on parle ces derniéres années comme : 1’anticorps anti
cytokine a 2 tétes qui bloque a la fois I’IL-17 et le TNF alpha, Anti- IL12, Anti- IL 23/17 (dans le
rhumatisme psoriasique), Anti GM CSF, Autres anti IL6, etc. Qui font partie des molécules d’avenir

qui auront peut-&tre un intérét dans le traitement de la PR (Schwartz et al., 2018).
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111.3.5 La réadaptation fonctionnelle :

Apres le bilan, les traitements non médicamenteux de la PR sont trés divers, comprenant les
traitements physiques, les interventions éducatives et psychologiques, mais aussi des thérapeutiques
plus rarement utilisées comme 1’acupuncture. Une surveillance réguliere des ortheses, une
éducation prophylactique et une ergothérapie adaptée a la vie quotidienne doivent étre proposées
(Kharrat et al., 2013).

111.3.6 Education thérapeutique du patient

Ces programmes contribuent au développement de compétences qui permettent au patient de
connaitre et de comprendre la maladie, d’acquérir les gestes respectant les reégles de protection
articulaire, de mettre en ceuvre des modifications de son mode de vie (équilibre diététique,
programme d’activité physique, etc.), etde prévenir des complications évitables (Kharrat et al.,
2013)
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La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie systémique inflammatoire et auto-immune, et
se caractérise par des symptomes symétriques et une inflammation chronique multiple autour des
articulations périphériques, conduisant éventuellement a une érosion osseuse récurrente soutenue.

Il existe une variation de la fréquence, de I'évolution clinique et des caractéristiques
immunologiques de la maladie selon la localisation articulaire (Combe, 2004).

Il a été démontré que la PR est étroitement liée a des facteurs génétiques, et il existe de plus
en plus de preuves que certains génes pourraient rendre les individus plus ou moins sensibles a la
PR (de Vries, 2011).

La susceptibilité génétique peut contribuer aux phénotypes cliniques et biologiques des
patients atteints de PR (Song et al., 2012).

Les variants génétiques du géne de I'lL-37 (En particulier, le SNP rs3811047 (c.124A > G) au
codon 42) pourraient moduler la susceptibilité et les résultats de divers troubles humains tels que la
maladie de behcet, I’athérosclérose, les thyroidites auto-immunes, la protection contre l'infection
par Mycobacterium, les maladies coronariennes et la polyarthrite rhumatoide(Lin et al., 2018).

Les polymorphismes de VDR ont été démontrés associés a plusieurs maladies auto-immunes
(AL HAJ MAHMOUD, 2018).Le nouveau SNP découvert dans 1’étude de EI-Shorbagy et al (
2017) démontre le remplacement du deuxiéme nucléotide G—T au sein du site de restriction Apal
GG"GCCC, , au lieu du remplacement du cinquiéme nucléotide C en A, comme cela a été rapporté
(rs7975232) dans d’autres séries d’études (Guo et al., 2015).

Le travail de recherche que nous avons mené a été conduit en deux parties: La
Premiére épidémiologique consistait a 1’études des caractéristiques cliniques des patients atteints de
polyarthrite rhumatoide dans la région de I'Ouest algérien (Sidi Bel Abbés en particulier). L’analyse
de ces données devait, également, permettre de définir les facteurs de risques associés a cette
pathologie ; I’impact de plusieurs facteurs environnementaux et biologiques sur la progression et la
gravité de la maladie ainsi que les réponses aux traitements. La deuxieme partie visait a examiner
la corrélation entre les SNPs rs3811047 d’Interleukine 37 (IL1 Famille 7), Apal : (rs7975232) du
VDR et la susceptibilité, I’activité et la progression de la PR.
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1.1  Description de I’étude I :

Cette étude hospitaliére a été menée au niveau du service de médecine interne du CHU sidi bel
Abbés de janvier 2015 a avril 2019.

Nous avons réalisé une étude épidémiologique rétrospective a partir des dossiers de 300
patients atteints de PR diagnostiqués selon les criteres de I'ACR 1987.

Les variables suivantes ont été considéerées comme des facteurs : age au début de la maladie,
sexe, durée de la maladie, troubles articulaires, DAS28 (Disease activity score 28), comorbidités,
évaluation biologique, traitements et le statut tabagique (au debut du diagnostic).

Une étude comparative entre les patients fumeurs et non-fumeurs atteints de PR a été réalisée.

En ce qui concerne l'analyse statistique, les résultats ont été présentés sous forme de fréquences
avec pourcentage et moyenne avec écart-type. Pour la comparaison, les variables continues ont été
testées a l'aide du test-t de I'échantillon indépendant et le test du chi-deux de Pearson (y2) a été
utilisé pour les variables catégoriques. Le niveau de signification était a p<5%. Toutes les données

ont éte traitées et analysées a l'aide de SPSS 22.0.

1.2  Description de I’étude 11 :

Nous avons realisé une étude transversale sur 281 patients atteints de PR agés de 18 ans ou
plus, diagnostiqués entre 2016 et 2019 (3 ans) au niveau des services de médecine interne et
rééducation fonctionnelle et réadaptation du CHU AEK de la wilaya de Sidi Bel Abbes.

Les patients ont été diagnostiqués selon les criteres de I'ACR 1987. Le comité d'éthique local
de I'hdpital universitaire a approuve notre étude.

Le recueil des données a été effectué a partir des dossiers médicaux, les variables étudiées
étaient : les caractéristiques démographiques telles que le sexe et I'age, ainsi que les caractéristiques
cliniques telles que la durée de la maladie, le score d'activité 28 (DAS28) (de 0 a 10), les atteintes
articulaires, les donnees biologiques et la prise en charge thérapeutique.

Nos résultats ont eté presentés sous forme de frequences et de pourcentages pour les variables
catégorielles a l'aide du test du chi carré de Pearson (y2) et sous forme de moyennes et d'écarts
types pour les variables continues a l'aide du test-t de I'échantillon indépendant.

Une régression logistique a été utilisée pour estimer les effets indépendants de certaines
caractéristiques de la PR sur la présence d’anti-ccp.

Toutes les données ont été traitées et analysées via SPSS 22.0 (Statistical Package for the
Social Sciences, IBM Corporation ; Chicago, IL). Le niveau de signification était <5%.
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1.3  Description de I’étude I1I :

Cette étude transversale a été réalisée au niveau du service de médecine interne en partenariat
avec le service de rééducation fonctionnelle du CHU AEK Hasseni de la wilaya de Sidi-bel-Abbes
sur 306 patients atteints de PR diagnostiqués selon les critéres de I'ACR 1987 a partir des dossiers
médicaux.

Une étude comparative a ¢été réalisée entre les 2 groupes du sexe, I’dge de début et
caractéristiques cliniques, prise en charge médicale et comorbidités des patients atteints de la
polyarthrite rhumatoide.

Nos résultats ont été présentés sous forme de fréquences et de pourcentages d'dge pour les
variables catégorielles a l'aide du test du chi-deux de Pearson (¥2) et de moyennes et d'écarts types
pour les variables continues a l'aide du test-t de I'échantillon indépendant.

Les ratios d'anticorps anti-CCP et de facteur rhumatoide (FR) ont été comparés en fonction de
I'dge au moment de l'apparition des symptomes a l'aide du test de corrélation.

Toutes les données ont été traitées et analysées via le logiciel SPSS 22.0. Le niveau de

signification a été fixé a <5 %.

1.4 Description de I’étude expérimentale (La recherche des SNPs) :

.41  Population étudiée :

Cette étude a été réalisée en collaboration entre le département de biologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie de 1’université Djillali Liabes de Sidi Bel-Abbes, Service de
médecine interne du C.H-U de Sidi Bel-Abbes, le laboratoire GLS (Géne Life Sciences) de Sidi
Bel-Abbes, et laboratoire d’analyse médicale « Dr Harmel » de Sidi Bel-Abbes. L’étude cas-
témoins a été évaluée dans la période entre Octobre 2021 et Décembre 2022. L’étude a été
menée pour tester la corrélation entre la présence des SNPs et la susceptibilité, la progression de la
PR chez une population (de la région de Sidi Bel Abbes) atteinte de la polyarthrite rhumatoide.

Le premier groupe était constitué de sujets présentant une polyarthrite rhumatoide
diagnostiquée selon les critéres de I’ACR 1987 (n=20). Ces patients ont été recrutés au niveau du
service de médecine interne du CHU Sidi Bel Abbeés.

Le deuxiéme groupe était constitué d’une cohorte de sujets témoins sains volontaire (n=30).
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Les patients admissibles et les témoins sains ont été interrogés selon une fiche congue
pour cette étude sous forme d’un questionnaire (Annexe 1).

Les données concernant 1’age du début de I’atteinte par la PR, le sexe , la forme de la PR, le
DAS28, les atteintes radiologiques, les comorbidites et les traitements, ont été recueillies apres
consultation des rapports médicaux des patients.

Tous les sujets malades de I'étude ont subi un examen de base biologique dont : numération
de formule sanguine (NFS), Protéine C-réactive (CRP), Vitesse de sédimentation (VS), Facteur
Rhumatoide (FR), et Anti-CCP.

1.4.2 Critéres d’inclusion :

Les patients atteints de PR et répondant aux critéres de classification de I’ American College

of Rheumatology (ACR)1987.

1.4.3 Critéres d’exclusion :
La présence d’antécédents personnels des pathologies rhumatismales, inflammatoires et auto-

immunes dans le groupe des témoins et des cas a été vérifiée.
.44  Extraction d’ADN génomique :

Trois ml de sang total veineux ont été prélevés chez tous les participants sur des tubes

anticoagulants a 2% d’acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA).

L'acide désoxyribonucléique (ADN) a été extrait a I'aide d'un kit commercial a mini-colonne
tournante (GF-1 Blood DNA Extraction Kit 100 perps) (Voir I’annexe 2)

Le kit d'extraction d'’ADN sanguin GF-1-BD-100® est congu pour une purification rapide et
efficace de I'ADN génomique a partir de 400 ul de sang total. Ce qui le rend prét a étre utilise dans
de nombreuses applications de routine en biologie moléculaire telles que la digestion par les
enzymes de restriction, la PCR...

La purification est basée sur l'utilisation d'agents dénaturants pour assurer la lyse des cellules,
la dénaturation des protéines et la libération ultérieure de I'ADN génomique. Les tampons spéciaux
fournis dans le kit sont optimisés pour favoriser la fixation de I'ADN sur une membrane filtrante en
verre specialement traitée pour une récupération efficace d’ADN génomique trés pure (Fig.21).

1.441 Lalyse:
Avant de commencer la lyse :
Si une précipitation se forme dans le Tampon de la lyse BB, incuber a 55°C - 65°C en

mélangeant de temps en temps jusqu'a ce que le précipité soit complétement dissous
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Ajouter 200 ul du sang total dans un eppendorf stérile,

Mélangez soigneusement par vortex pulsé,

Ajouter 20ul de la Proteinase K et mélanger immédiatement, s‘assurer que le tampon
de la lyse BB est mélangé de fagcon homogéne avec I'échantillon de sang avant
d'ajouter la protéinase K,

Bien mélanger par agitation au vortex par impulsions jusqu’a ce qu’un mélange
homogeéne soit obtenu,

Incuber dans un bain a sec a 65 C ° pendant 10 minutes.

442 La fixation :

Ajouter 200ul d'éthanol absolu (99%) au lysat,
Mélangez immédiatement et soigneusement pour obtenir une solution homogéne, pour
éviter toute précipitation inégale des acides nucléiques due a des concentrations

locales élevées d'éthanol,

3. Transférer I'échantillon dans une colonne stérile,

G N o 0o B~ w D P

Centrifuger a 500009 pendant 1 min,

Vider le tube collecteur de déchets.

443  Lavage:

Ajouter 500 pl de tampon de lavage 1 (Wash Buffer 1),

Centrifuger a 50000g pendant 1 min,

Vider le tube collecteur de déchets,

Ajouter 500 ul de tampon de lavage 2 (Wash Buffer 2),

Centrifuger a 500009 pendant 1 min,

Vider le tube collecteur de déchets,

De nouveau, ajouter 500 pl du tampon de lavage 2 (Wash Buffer 2),

Centrifuger a la vitesse maximale pendant 3 min (afin d’éliminer 1’éthanol).

444 L’élution :

Placer la colonne dans un eppendorf stérile,
Ajouter 100 pl du tampon d’élution,

Incuber pendant 1 min a une température ambiante,
Centrifuger a 5000 g pendant 1 min,

L’ ADN est récupéré dans 1’eppendorf (Fig.22),

S L A A

Enfin, I’ADN a été quantifié, aliquoté et conservé a-20°C jusqu’a utilisation.
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Blood Lysis Optional: Removal of RNA Addition of ethanol
Add 2001 of Buffer BB into 20001 —>» Add 20ui of RNase A —> Add 200ul absokute ——)»
dbbodnamu‘:e Mix by Incubate 37°C. S min._ ethanol and max

pulsed vortexing . Add 20ul of mrmedeatedy.
P K. Mix b ashy

by puised vortexing. Incubate at

*
O-& 05‘ G

Loading to column Centrifuge
T st L D flow through Addswpl Dmrdlowm
1o colurnn Wash Buffer 1
*
> S.W)x .(Xl)x
E 1ni19 3rri1 —
Column Washing
Add S00ul Dmdla-m Addso()ul Dcmd&:nvm
Wash Buffer 2 Wash Buffer 2
¥
B 5,000,(9

Transfer column to a new an'n()NAdd’Cot-zo’c
mecrocentrifuge tube
Add 100ul preheated Elution Buffer
or water Stand for 2 man.

Figure 21.Protocole simplifié du Kit GF-1-BD-100® selon le manuel (Annexe 2)

Figure 22. L’ ADN isolé.

57|Page



Chapitre 1V:Matériels et Méthodes

1.4.5 PCR-RFLP :

Apres extraction de I’ADN, I’utilisation de la PCR (Polymerase Chain Reaction) permet
d’amplifier les séquences d’intéréts rs3811047 (A/G) et rs7975232 (G/T) puis de réalisé la
technique du polymorphisme des longueurs de fragments de restriction ou RFLP sur les produits de
la PCR. Une fois digérés par les endonucléases de restriction, ces produits de PCR sont ensuite
soumis & une migration sur un gel d’agarose a 2 % (Fig.23 et 24). Les polymorphismes de la

position et du nombre de bande sont visualisés par une réaction colorée avec le ROTI®GelStain
Red.

RFLP :
PCR:
X . Digestion du produit de la PCR avec ACil
Amplification []
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T
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Figure 23 : Illustration du profile RFLP pour le variant RS3811047 d’1L37
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Figure 24 : Illustration du profile RFLP pour le variant RS7975232duVDR
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.46  La technique d’amplification de ’ADN par la réaction de polymérisation en
chaine (PCR) :

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique d'amplification enzymatique de
séquences d'acides nucléiques par un procédé d'extension damorce. Elle consiste a utiliser deux
amorces oligonucléotidiques de synthese de 20 a 25 nucléotides complémentaires des extrémités 3'
des deux brins d’ADN encadrant la séquence a amplifier. Une de ces amorces est une copie du brin
codant et l'autre, une copie du brin non codant. Sous l'action d'une enzyme (I'ADN polymérase),
chaque amorce est allongée dans le sens 5™ 3' d'une séquence exactement complémentaire du brin
recopié. La répétition des cycles aboutit & une amplification exponentielle de la séquence cible
considérée. L’amplification donne une seule bande de taille attendue pour chaque amplicon (Gibbs,
1990).

les SNP étudiés ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces précédemment décrits et
listées dans le tableau 6 (El-Shorbagy et al., 2017; Ozguicli et al., 2019).

Tableau 6 : Les séquences d'amorces sens et antisens choisies.

SNP Séquence des amorces (5°%3’) Variation
des bases

rs3811047 Sens 5' AATGTCATTACTATCATGCTGCTC 3’ A>G

IL37 Antisens  5'TTCTACAATTCTCCCACCCTGT 3’

rs7975232 Sens 5"CAG AGC ATG GAC AGG GAGCAAG

(Apal) 3’ G>T

VitD Antisens 5" CGG CAG CGG ATG TAC GTC TGC

AG 3’

Le mélange réactionnel (Mix PCR) pour le varient d’IL37 (rs3811047) a été réalisé dans
un volume final de 25 pl contenant :
- 25-50 ng d’ADN
- 5 nmol de chaque dNTP (dATP, dCTP, dTTP et dGTP) (Solis BioDyne)
- 20 pmol de chaque amorce oligonucléotidique (Macrogen)
- 1 Unité de Taq d’ADN polymérase HOTFIREPoI® Blend Master Mix series (Solis
BioDyne)
- 2.5 mM de MgCl; (Solis BioDyne).
- 5 plde 5x du tampon de PCR B (Solis BioDyne).
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Le milieu réactionnel de la PCR (Mix PCR) pour le variant du VDR (Apal) contient pour

chaque tube de réaction de chaque échantillon dans un volume final de 25 pl :

25-50 ng d’ADN

20 mM de chaque dNTP (dATP, dCTP, dTTP et dGTP) (Solis BioDyne)

10pmol de chaque amorce oligonucléotidique (Macrogen)

1 Unité de Taq d’ADN polymérase HOTFIRE Pol® Blend Master Mix series (Solis
BioDyne)

1.5 mM de MgCl, (Solis BioDyne).

5 pl de 5x du tampon de PCR B (Solis BioDyne).

Chaque réaction a été réalisée dans un microtube & PCR de 200 pl. Les conditions

d’amplification par PCR  sont présentées dans le tableau 7.

Il est nécessaire de réaliser en parallele un témoin négatif ne contenant pas d’ADN matrice, afin

de vérifier I’absence de contamination éventuelle des réactifs utilisés. Un témoin positif est

également testé parallélement avec chaque série de cas.

Tableau 7 : Condition d’amplification

Variant Cycles thermique Température / durée
Dénaturation initial 95 °C pendant 5 min
Dénaturation 94 °C, 50 secondes
rs3811047 Hybridation 59 °C, 50 secondes 40 cycles
11-37 Elongation 72 °C, 50 secondes
Elongation final 72 °C pendant 7 min
Dénaturation initial 94 °C pendant 3 min
rs7975232 Dénaturation 94 °C, 30 secondes
VDR Hybridation 62 °C, 30 secondes 30 cycles
Elongation 72 °C, 30 secondes
Elongation final 72 °C pendant 5 min

La spécificité des amorces et les produits d’amplifications ont été vérifiés en déposant 5 pl de

produits de PCR sur un gel d’agarose a 1,5 % suivis d’une révélation sous UV (Fig.25 et 26)

300pb 296 pb

200pb

100pb

Figure 25 : Gel des produits amplifies par PCR (rs3811047) ge
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T ™ . e e -

Figure 26 : Gel des produits amplifiés par PCR (rs7975232)

1.4.7 La digestion :

Apres D’amplification de la zone contenant le nucléotide variant (SNP), une digestion
enzymatique a été réalisée par une enzyme de restriction.

Nous avons ajouté 1 unité (0,2 pl) de I’enzyme de restriction adéquat pour chaque type de
I’analyse de polymorphisme selon les recommandations du fournisseur (Thermo Fisher) (voir
Annexe 3 et 4).

La digestion est réalisée sur les produits de PCR qui ne contiennent qu’un site de restriction ou
aucun site de restriction de I’enzyme sélectionné, suivant 1’allele amplifié. Le profil de digestion est
obtenu par électrophorése sur gel d’agarose a 2%, avec une migration de 30 min & 100 V. Une
coloration par ROTI®GelStain Red permet une observation sous une lampe a UV.

L'enzyme de restriction Acil(Ssil)(Thermo Scientific) reconnait la séquence non palindromique
de 4 pb: g:ggggé’ et clive entre les deux cytosines sur le brin 5' CCGC 3', et entre la 5'guanine et
la cytosine sur le brin 5' GCGG 3' pour générer une extension de 2 bases en 5'. Dans la position
€.124 (dbSNP : rs3811047 A> G) au codon 42 de I’IL 37, une substitution d’un seul nucléotide
un dGTP ou un dATP. Deux possibilités polymorphiques dans cette région étaient probables, soit
un alleéle A qui n’aboutit pas a un clivage au niveau du site de restriction, donc un seul fragment
de296 pb. Soit un allele G qui aboutit a un clivage au niveau de site de restriction en 2 fragments
(173-123pb) (Fig.23).

L'enzyme de restriction Apal(Thermo Scientific) reconnait la séquence palindromique de
6 pb g:agggggg: et clive entre les deux cytosines sur le brin 5' GGGCCC 3' et 3’CCCGGGS’.
Dans la positionc.1025-49 (dbSNP:rs7975232G>T) situé dans l'intron 8 du gene VDR, une
substitution du deuxieme nucléotide dGTP en dTTP dans le site de restriction Apal GG"GCCC.

Deux possibilités polymorphiques dans cette région étaient probables, soit un alléle T qui n’aboutit
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pas a un clivage au niveau du site de restriction, donc un seul fragment de 347 pb. Soit un allele G

qui aboutit a un clivage au niveau du site de restriction en 2 fragments (217-130pb) (Fig.24).
.48  Analyse statistique :

Le traitement et I’analyse statistique des données ont été réalisés a 1’aide du logiciel SPSS
version 25. Le test 42 et le test-t de Student ont été utilisés pour analyser les données entre les
groupes. L'équilibre de Hardy-Weinberg a été testé a l'aide d'un test du khi-carré (y2-) pour la

qualité d'ajustement.

Nous avons comparé les fréquences génotypiques et alléliques de rs3811047 dans le gene de
IL37 et Apal dans le géne VDR entre les deux groupes a I'aide du test 2 et du test exact de Fisher
le cas échéant. Des modéles de régression logistique binaire ont été utilisés pour analyser les
données SNP. Les résultats ont été exprimés sous forme d'odds ratios (OR) avec les intervalles de

confiance a 95 % (IC 95 %) correspondants.
149  Etudes d'association génétique :

Pour un seul SNP avec les alleles A et B testé dans une étude cas-témoins, les données générées
consistent en six comptages du nombre de génotypes (AA, AB et BB) chez les cas et les témoins
(Tableau 8) (Lewis, 2002).

Tableau 8. Tableaux de contingence pour les analyses controle, par modéle génétique(Lewis,
2002)

(a)Tableau complet des génotypes pour un modeéle génétique général

AA AB BB
Cas a b C
Témoin d e f
(b) Modeéle dominant : I'alléle B augmente le risque.
AA AB+BB
Cas a b+c
Témoin d e +f

(c) Modele récessif : deux copies de I'allele B sont nécessaires pour un
risque accru.

AA+AB BB
Cas a+b c
Témoin d+e f

(d) Modeéle multiplicatif : risque r-fois plus élevé pour AB,r” plus élevé
pour BB. Analysé par alléle et non par génotype.

A B
Cas 2 a+b b+2 ¢
Témoin 2d +e e+2f

L'essai 1 est une analyse de base, et toute autre analyse doit étre guidée par I'hypothése préalable. a, b, c,d

sont les nombres de génotypes observés chez les cas et les contrbles
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ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is the most common inflammatory rheumatic disease of multifactorial
origin in adults and chronic autoimmune disease with a prevalence of 0.5% in the world. The aim of this study was
to determine the clinical characteristics, therapeutic parameters and estimating the impact of smoking on disease
onset of RA characteristics in Western Algerian region (Sidi bel Abbes area in particular).

Methods: A retrospective study was carried out on medical records of 300 patients with RA diagnosed (between
2015-2019) in the internal medicine department of the University Hospital of Sidi Bel Abbes region.

Results: Out of all the enrolled participants in this study, 257 (85.7 %) were females and 43(14.3%) were males.
The mean age at diagnosis was 52.71+12.22, ranging from 14 to 84 years old. The average time of disease dura-
tion was 4.17+3.93 years. moderate activity was noted in 53.7% of subjects. The main medical histories were high
blood pressure (41%), type 2 diabetes (84.7%), hypothyroiditis (6 %) and osteoporosis (4.7%). The majority of
patients (81.3%) were seropositive and used DAMRDS (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug) as treatment.
Moreover, evidence of association between smoking and ACPA was noticed with p=0.001, and most of the smokers
were hypertensive (p = 0.0001) and suffered from Hashimoto’s thyroiditis (p<0.0001).

Conclusion: This study showed that relatively older adults were commonly affected; the majority were seropositive
and diagnosed in moderate stage of the disease. Smoking increased the risk of ACPA(anti-citrullinated protein
antibodies) secretion and the emergence of comorbid diseases.

Keywords: Rheumatoid Arthritis Patients; Clinical Characteristics; Treatment; Smoking, Western Algeria Region.

The associations of smoking and genetic factors
were incriminated in the development and the se-
verity of RA (8-11). Interestingly, previous studies
have underlined the impact of smoking on RA out-

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common in-
flammatory rheumatic disease in adults(1). It is char-

acterized by bilateral and symmetrical synovitis of
appendicular skeleton joints and upper cervical spine.
It affects very little the antheses, unlike spondy-
loarthritis, and it usually starts at the hand, wrist and
forefoot(2). It is considered as an autoimmune disease
because of the presence of rheumatoid factors (RF)
and Anti Citrullinated Peptides Antibodies (ACPA)
(3). Clinical and biological features of the disease vary
according to the geographical location which could
be explained by life style and cultural differences(4).
The prevalence of RA is 0.5% worldwide and it varies
from country to country (5). However the pathology is
mostly common among the age groups of 35 to 55
years, and it is four times more frequent in women
than men(6).

In Algeria the number of rheumatologists is modest
compared to African countries. However, the diffi-
culty of access to biological treatment is a main prob-
lem due to their availability only at university hospi-
tals (4). Moreover, the major survey conducted in Al-
geria from February 14" to April 1 1™, 2013, identified
over 100,000 cases of Rheumatoid arthritis RA (7).

comes such as disease activity, radiologic dam-
ages, positive ACPA(8)

Thus, the aim of this study was to describe clinical
characteristics of patients with rheumatoid arthritis
in the Western Algerian region and the impact of
smoking on RA outcomes.

PATIENTS AND METHODS

Population

This hospital-based study was carried out at the
internal medicine department of the University
Hospital of Sidi-bel- Abbes region from January
2015 to April 2019.

We carried out a retrospective epidemiological
study using records of 300 patients” with RA diag-
nosed according to the ACR 1987 criteria. The
following variables were considered as factors: age
at onset, gender, disease duration, joint disorders,
DAS28 (Disease activity score 28), comorbidities,
biological assessment, treatments, and smoking at
disease onset.

! Laboratory of Molecular Microbiology, Proteomics and Health Department of Biology, , Djillali Liabes University of Sidi bel Abbes, Algeria
? Department of intemal medicine, CHU Sidi BelAbbes Algeria. * Department of functional rehabilitation, CHU Sidi Bel Abbes, Algeria. *

National Research Center of Biotechnology. CRBT
*Corresponding Author E-mail: harirnorial6@gmail.com



A comparative study between smokers and non-
smokers RA patients was performed.

Concerning DAS28, the threshold values are less than
2.6 for remission, from 2.6 to 3.2 for low activity,
between 3.2 and 5 for moderate activity and over 5 for
high activity(8).

The statistical analysis

Regarding the statistical analysis, the result was pre-
sented as frequencies with percentage and mean with
standard deviation (SD). For comparison, continuous
variables were tested using the independent sample t-
test and Pearson chi-square test (y2) was used for cate-
gorical variables. The level of significance was at p-
vale <5%. All data were processed and analyzed using
SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sci-
ences, IBM Corporation; Chicago, IL. August 2013).

Ethics: The Medical Committee of Sidi bel Abbes
University Hospital and Department of Biology,
Djillali Liabes University approved the study.

RESULTS

Demographic, clinical characteristics and medica-
tion related information

Three hundred (300) cases were enrolled in this study
between 2015-2019 with 257 (85.7 %) females and 43
(14.3%) males). A clear female predominance was
noticed with the female to male ratio of 5.95, median
age of the enrolled participants was 52.71+12.22,
ranging from 14 to 84 years old. The most affected
age group was the 56-60 years (19.7%).

More cases were from urban areas (72.7%) than rural
area (27.3%). The average disease duration was
4.17+3.93.

The most reported joint disorders were on hands
(68.3%) followed by wrists (62.3%), knees (55.7%),
elbows (37.3%), shoulders (35%).feet (31%), and an-
kle (14.7%). 15.7% of patients had erosive rheumatoid
arthritis.

After the classification according to the disease activ-
ity score 28 (DAS28), we noticed a predominance of
moderate activity (53.7%), followed by high disease
activity (32.3%), low activity (13%), and finally re-
mission (1%).

The inflammatory and biological assessment showed
that 198 (66%) of patients had a positive CRP (C reac-
tive protein), 247(82.3%) had an accelerated Erythro-
cyte Sedimentation Rate (ESR) and 64(23.1%) had
anemia.
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Among the included patients, 244(81.3%) were
seropositive for RF( Rheumatoid Factors) and 242
(80.7%) were seropositive for ACPA. Only 5.7%
were demonstrated infected with Escherichia coli
(Table 1).

The most recorded medical histories were: meno-
pause (45.5% of females) followed by high blood
pressure (41%), type 2 diabetes (15.3%), Hypothy-
roiditis (6%), and osteoporosis (4.7%) (Table 2).

Leflunomide was the most commonly used
DMARD followed by Methotrexate, Glucocorti-
coid, non-steroidal anti-inflammatory drugs, Sul-
fasalazine and Hydroxychloroquine. 80 (26.7%) of
patients were treated by biotherapy, the most used
was tocilizumab (11.3%) (Table 3).

Smoking Status:

According to the findings, 9% were smokers
(P<0.0001).Smokers did not differ in age, ra-
diologic progression and DAS28 comparing to non
-smoker patients. However, a significant relation
was found between smoker group and ACPA titer
(p=0.001) but not with RF and ESR(Table 4).

With regards to comorbidities, the study revealed
that, majority of smokers suffered from high
blood pressure (p = 0.0001) and Hashimoto’s thy-
roiditis (p<0.0001). Moreover, 3 smokers patients
suffered from Pulmonary fibrosis (P=0.0001)
(Table 5).

Table 5: The comorbidities profile of RA smoking
patients

Comorbidities  Smoker Non- Pvalue

Smoker *
high blood 21(7%) 102 0.0001
pressure (34%)
Type 2 diabetes  2(0.7%) 44 0.231
(14.7%)
Hashimoto’s 13 5(1.7%)  <0.000
thyroiditis (4.3%) 1
Crohn disease 0 4(13%) 0.527
osteporosis 0 14(4.7%) 0.228
Pulmonary 3(1%) 1(0.3%)  0.0001
fibrosis

Scleroderma 0 5(1.7%)  0.478
gastric ulcer 0 3(1%) 0.584
vitiligo 0 3(1%) 0.584
Anemia 41.3%) 60(20%) 0.386

* Pearson chi-square test (y2)



Table 1: Characteristics of the RA patients

Characteristics

Rheumatoid arthritis
n=300

Mean disease duration in years

Sex
Female
Male

Age Years
14-30
31-36
37-42
43-48
49-54
55-60
61-66
67-72
73-78
79-84

Area of residence
Rural
Urbain

The seat of joint damage
Hands
Wrists
Knees
Elbows
Shoulders
Feets
Ankle
Erosion

Disease activity
Remission

Low

Moderate

Hight

Anemia

Leukocytosis
Thrombocytosis
Leukopenia

Mean CRP titer (mg/l)
Positive CRP

Mean ESR titer (mm/h)
Accerelated ESR

Mean Rheumatoide factor titer

(UL/ml)

Positive RF

Mean ACPA Titer (U/ml)
Positive ACPA

Cytobacteriological examination

of urine
Escherichia coli

4.17£3.93

257(85.7%)
43(14.3%)
52.71£12.22
14(4.7%)
19(6.3%)
29(9.7%)
39(13%)
54(18%)
59(19.7%)
52(17.3%)
27(9%)
5(1.7%)
2(0.7%)

82(27.3%)
218(72.7%)

205(68.3%)
187(62.3%)
167(55.7%)
112(37.3%)
105(35%)
93(31%)
44(14.7%)
47(15.7%)

3(1%)
39(13%)
161(53.7%)
97(32.3%)
64(21.3%)
21(7%)
5(1.7%)
9(3%)
18.4028.66
198(66%)
43.70£24.80
247(82.3%)
70.40475.73
244(81.3%)

195.49+£167.09
242(80.7%)

17(5.7%)
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DAS28: disease activity score 28, CRP: C- reactive protein; ESR: Erythrocyte Sedimentation Rate RF: Rheumatoid Factors;
ACPA : Anti Citrullinated Peptides Antibodies.Values are expressed as number (percentage) or mean = standard deviation



Table 2 : The comorbidities profile of RA
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Table 3: Medications RA Patients

Medical history Number (%) Treatment Number (%)
Menopause 117(45.5%) Leflunomide (Arava)  252(84%)
high blood pressure 123(41%) Methotrexate 244(81.3%)
Type 2 diabetes 46(15.3%) Glucocorti- 164(54.7%)
Hashimoto’s thyroiditis  18(6%) coid (Precortyl)
Crohn disease 4(1.3%) No Steroidal Anti- 112(37.3%)
Scleroderma 5(1.7%) Inflammatory 14(4.7%)
Sjogren 2(0.7%) Salazopyrine ‘ 5(1.7%)
Paoriasis 1(0.3%) Hydroxyf:hloroqume 4(1.3%)
osteopenia 4(1.3%) (Pl.ac_lueml)
: : Glibil
osteporosis 14(4.7%) Biotherapy 34(11.3%)
Pulmonary fibrosis 4(1.3%) Tocilizumab 22(7.3%)
Asthma 4(1.3%) Adalimumab 9(3%)
Tuberculosis 2(0.7%) infliximab
gastric ulcer 3(1%) Etanercept 9(3%)
vitiligo 3(1%) Rituximab 6(2%)
Tobbaco 27(9%)
Table 4: Characteristics of RA smoking patients
Smoker Non- Smoker P value

Age 52.96+12.70 52.69+12.20 0.91!

Gender

Female 0 257(85.7%) <0.0001°

Male 27(9%) 16(5.3%)

Erosion 8(2.7%) 66(22%) 0.53?

DAS28 4.58+1.08 4.53+1.22 0.83!

The seat of joint

damage

Hands 18(6%) 186(62%) 0.872

Wrists 18(6%) 169(56.3%) 0.622

Knees 16(5.3%) 151(50.3%) 0.96>

Elbows 12(4%) 100(33.3%) 0.422

Shoulders 8(2.7%) 96(32%) 0.56

Feets 9(3%) 84(28%) 0.78>

Ankle 6(2%) 38(12.7%) 0.24°

CRP 14.42+12.73 18.79+29.76 0.45"

ESR 41.48+25.63 43.92+24.75 0.62!

RF titer 79.13+50.56 69.53+77.79 0.53'

ACPA titer 296.04+159.95 185.55+164.74 0.001"

1 \
: the independent sample t- test

2
: Pearson chi-square test (x2)



DISCUSSION

To the best of our knowledge, the current study was
the first one of its kind that studied the profile of rheu-
matoid arthritis in western Algeria in general and Sidi
bel abbes region in particular, over a period of 4 years
(2015-2019). This study aimed to describe the clinic-
demographic profile of Rheumatoid Arthritis patients
in western Algeria and examined the correlation be-
tween RA characteristics and smoking.

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease char-
acterized by a feminine predominance (9,10), which is
in agreement with our findings with a sex-ratio of
5.796 (female to male).

The mean age of patients at disease onset was
52,717£12,2273, and the most affected age group in
our study was 56-60 years (19.7%). These data are
comparable with those found by Slimani et al(4), who
noticed that the most common age group was 41 and
60 years old with an average age of 50.10+ 14.50.
Moreover, the series of Machado-Alba et al(11),
noted an average age of 53.2+13.9.

A sequence of joint damage was observed in the An-
dia et al series(12) in which these attacks started at the
hand’s (47.5%), followed by the wrist (18%), shoul-
ders (11%), elbow (9.5%), ankle (6.5%), foot (5%)
and knees (2%). Other study series of Ferreyra et al
(13) showed different frequency of same joint dam-
age. These results are comparable with those found in
our series which showed a high frequency starting
with hands followed by wrists, knees, elbows, shoul-
ders, feet, and ankle.

The mean DAS28 (4.54+1.21) was very close to those
reported in the series of Giilfe et al , Slimani et al at
(4.3£1.4) (4,14), but different from other reports due
to a late referral system (15,16).

CRP(C-Reactive Protein) seems to be the best test for
measuring the acute phase of RA(17-19). Our study
results indicated that 66% of patients had a positive
CRP, which is in agreement with the findings of Hum-
phreys et al (20) who showed that 48% of patients had
a positive CRP. Brunier et al finding is also similar to
our findings(21).

The combination of the two CRP and ESR biological
tests provides information for a better diagnosis (21).
The mean ESR was comparable with studies from
Egypt (22) and Morocco (23).

RF and ACPA are important markers for the diagno-
sis of rheumatoid arthritis(24). Brunier et al (21) re-
ported that 76.5% of patients had a positive RF and
66.7% had a positive ACPA, and 78.5 % had a posi-
tive RF.
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In the survey of Ouali et al, 79.7% had a positive
ACPA (25). Tantayakom et al revealed the pres-
ence of RF and ACPA among 70.4 and 72.4% pa-
tients respectively (15). According to our results,
positive RF and ACPA was found in 81.3% and
80.7% of cases respectively.

56.8% of patients were postmenopausal in the
findings of Lehlou et al (26). Similarly, the series
of Ajlani et al(27) noted that 56.25% of women
were menopausal. These results are comparable to
our findings with a rate of 45.5%. This could be
due to the decline in ovarian function (28,29).

Regarding comorbidities, the presence of hyperten-
sion in RA patients is reported to be significantly
increased due to the oxidative stress (30). On the
other hand insulin resistance was associated with
increased levels of inflammatory mediators
(interleukin 6; TNFa) in RA which explain the
relationship between Type 2 diabetes and RA(31).
Dougados et al (32) found that 40% of patients had
hypertension, and 25% had type 2 diabetes (33).
Jeong et al reported that 30.3% of cases had hyper-
tension and 12.9% were diabetic. Our data indeed
confirmed these results.

Many investigations showed the association be-
tween RA and osteoporosis mainly in pre-
menopausal stage (34-36). According to our find-
ings, 4.7% of patients suffered from osteoporosis.

Furthermore, we found that 6.0% had Hypothy-
roiditis, scleroderma (1.7%), Crohn’s disease
(1.3%), Sjogren’s syndrome (0.7%) and psoriasis
(0.3%). These findings are also comparable with
those of Machado et al (11) who showed that
10.2% of patients had other autoimmune diseases.

Methotrexate (MTX) and luflodamine were the
most used treatments for RA (10). Similarly, Tan-
tayakom et al (15) noted that MTX was prescribed
in 88.4% of cases. Additionally, Machado-Alba et
al (11) ensured the predominance of the MTX and
luflodamine prescription. The current study also
identified that, luflodamine (84.0%) and MTX
(81.3%) were the most widely used classical back-
ground therapy.

Biotherapies are now part of therapeutic arsenal
chronic inflammatory rheumatism such as rheuma-
toid arthritis (37). They differ from general public
hospital to private hospital which explain the diffi-
culty to access biological treatment (38). Slimani
et al (4) stated that 4% of patients were treated
with biotherapy and about 20% of patients were
treated with biotherapy in the Machado-Alba et al
series(11). With the current study, 26% had re-
ceived a biotherapy.



Regarding the correlation of smoking status with some
socio-demographic and clinical profile of RA patients,
smoking was only associated with sex where more
males smoke than females (P<0.0001). Similarly find-
ings from the SCQM-RA registry in Switzerland re-
ported that smokers were more often males. However,
there are also other findings showing women as more
smokers comparing to males(39,40). This is in con-
trast to our results.

Our findings demonstrated no difference in radiologic
damages, disease activity, between smokers and non-
smokers. These results are similar to Ruiz-Esquide et
al, Finckh et al findings (39,41). But not replicated in
other finding(42,43), which could be explained by the
difference in the type of statistical analysis processed.

The increase risk of RA development and ACPA se-
cretion were demonstrated associated with HLA-
DRBI genotype and smoking.

(44,45). Accordingly, a significant association be-
tween smoking and ACPA was observed (p=0.001) in
the present study.

Smoking can have an impact on the development of
associated comorbidities (46,47). Effectively, we no-
ticed a significantly increased risk of Hyepretention,
Hashimoto’s thyroiditis, and pulmonary fibrosis
among smoker group. Our results in line with several
research studies; nevertheless, we worked over pro-
viding valuable information in order to establish the
clinical, therapeutic features of the RA and the impact
of smoking at disease onset in Western Algerian
population. Besides, this study had several limitations;
among which patients were evaluated according to AC
R 1987 inclusion criteria.
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In addition, the study is based on a single center
with a small simple size, the lack of structural and
functional quality assessment (SQA) of all pa-
tients, the insufficient information on average
number of cigarettes smoked per day, duration of
smoking, the lack of genetic testing in patients'
files because of their cost.

Conclusion

In general, RA affected commonly older adults.
The main reported joint disorders were on hands
followed by wrists. Most of patients were seroposi-
tive and presented with moderate activity. Lufloda-
mine and Methotrexate were the most commonly
used treatments. Fewer patients were received bio-
logical treatment. Smoking at disease onset was
associated with male gender, ACPA secretion and
associated comorbidities such as hypertention and
Hashimoto’s thyroiditis.

For a better management of rheumatoid arthritis,
more research on the impact of smoking on RA
onset and severity are needed .
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Chapitre V: Resultats

PRESENTATION DE L’ARTICLE I

Les Caractéristiques Cliniques De La Polyarthrite Rhumatoide Dans L'Ouest De L’Algérie :

Une Expérience Dans Un Seul Centre.

Clinical Characteristics Of Rheumatoid Arthritis In Western Algeria: A Single Center
Experience. Ethiop Med J, 2021, Vol. 59, No. 3

1.1 Contexte :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques de l'adulte. Il s’agit d’une maladie auto-immune multifactorielle, ou des facteurs
environnementaux et hormonaux contribuent a la rupture de tolérance chez des sujets
génétiquement prédisposés (Combe, 2004). Elle est caractérisée par une synovite bilatérale et
symétrique des articulations du squelette appendiculaire et du rachis cervical supérieur. Elle affecte
tres peu les anthéses, contrairement a la spondylarthrite, et elle débute généralement a la main, au
poignet et a I'avant-pied (Aletaha et al., 2010).

Les caractéristiques cliniques et biologiques de la maladie varient selon I'emplacement
géographique, ce qui pourrait s'expliquer par le style de vie et les différences culturelles (Slimani et
al., 2014).

La prévalence de la PR est de 0,5 % dans le monde et elle varie d'un pays a l'autre. Cependant,
la pathologie est plus répandue dans les groupes d'age de 35 a 55 ans, et elle est quatre fois plus
fréguente chez les femmes que chez les hommes (Saraux, 2012).

En Algérie, le nombre de rhumatologues est modeste par rapport aux pays africains.
Cependant, la difficulté d'accés aux traitements biologiques est un probléeme majeur en raison de
leur disponibilité uniquement dans les hdpitaux universitaires. Par ailleurs, la grande enquéte menée
en Algérie du 14 février au 11 avril 2013 a permis d'identifier plus de 100 000 cas de polyarthrite
rhumatoide RA (Slimani & Ladjouze-Rezig, 2014).

L’association du tabagisme et des facteurs genétiques ont été incriminées dans le
développement et la sévérité de la PR (Chabchoub et al., 2009; Kvien et al., 2006; Machado-
Alba et al., 2015). Il est intéressant de noter que des études antérieures ont souligné I'impact du
tabagisme sur 1’état de la PR, tels que l'activité de la maladie, les dommages radiologiques et

I’expression d’anti-ccp (Smolen et al., 2003).

73|Page



Chapitre V: Resultats

L'objectif de cette étude était de décrire les caractéristiques cliniques des patients atteints de

polyarthrite rhumatoide dans la région de I'Ouest algérien ainsi si que I'impact du tabagisme sur la

PR.

1.2

Résumé des résultats :

> Trois cents (300) cas ont été inscrits dans cette étude entre 2015-2019.

>

YV V V VY

Une nette prédominance féminine a été remarquée avec le ratio femme/homme de 5.95 %.
L'age moyen des participants inscrits était de 52.71+12.22, allant de 18 a 84 ans.

La durée moyenne de la maladie était de 4.17+3.93 ans

La tranche d'age la plus touchée était celle des 56-60 ans.

Les atteintes articulaires les plus signalés concernaient les mains (68,3 %), suivies des
poignets (62.3%). 15,7 % des patients avaient une polyarthrite rhumatoide érosive.

» Selon le score d'activité de la maladie 28 (DAS28), nous avons noté une prédominance de

I'activité modérée (53.7%), suivie respectivement par de la forte activité(32.3%), l'activité
faible (13%) et la rémission (1%).

La plupart des patients étaient séropositifs pour les FR et Anti-ccp (80.7%).

Les antécédents médicaux les plus enregistrés étaient respectivement : I'hypertension
arterielle (41 %), le diabéte de type 2 (15.3 %), I'nypothyroidite (6 %) et I'ostéoporose (4.7
%).

Le Iéflunomide était le DMARD le plus couramment utilisé, suivi par le Méthotrexate, 26.7
% des patients ont été traités par la biothérapie.

Selon les résultats d’étude comparative, les fumeurs ne différent pas des non-fumeurs en ce
qui concerne I'age, les atteintes articulaires et le DAS28.

Une preuve d’association entre le tabagisme et I'anti-ccp a été mise en évidence (p=0.001),
et la plupart des fumeurs étaient hypertendus (p = 0.0001) et souffraient de la thyroidite
d’Hashimoto (p<0.0001).

Notre étude a montré que les adultes relativement &gés étaient couramment affectés, la

majorité était séropositive avec un diagnostic au stade modéré de la maladie. Le tabagisme

augmente le risque de sécrétion d'ACPA (anticorps anti-protéines citrullinées) et I'apparition des co-

morbidités.
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ABSTRACT

Objectives: the aim of this study was to demonstrate the relationships between anti-citrullinated peptide/protein antibodies status and clinical
characteristics, disease severity, radiological damages and laboratory assessment in Algerian patients with Rheumatoid arthritis, as well as
their importance like a predictive factor for the diagnosis of Rheumatoid arthritis (RA).

Methods: 281 patients diagnosed with RA according to ACR 1987 criteria in the internal medicine and Functional Rehabilitation departments
(the University Hospital of Sidi Bel Abbes) were enrolled in the study based on medical records including age, gender, disease duration, disease
activity score (DAS28), joint damages, laboratory tests and treatment. All data were processed and analyzed via SPSS 22.0.

Results: 86.5% of patients were females with a mean age and disease duration of respectively 52.665+12.3477, 4.19+4.050. Patients with Anti-
CCP positive (79.7%) presented a high disease activity (p<0.0001), a long disease duration (p=0.016) and a erosion damages (p<0.0001). we
did not found any significant relation between gender, hands damages and CRP..A logistic regression showed that the presence of Anti-CCP was
associated with Erosion, disease activity, age and RF presence.

Conclusion: There was a strong relation between Anti-CCP antibodies status and the development of RA in Algerian patients. It could be
considered as a useful predictor of disease severity.
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INTRODUCTION:

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory joint
disease and sometimes extra-articular, characterized by
irreversible destruction of joints and bones, disability and los
of function 123, With a prevalence of 0.5% among adults in
Western countries, and 0.13% in north Africa (Algeria in
particular)45, reliable clinical research with the use of
specific tests would be very useful for the early diagnosis of
rheumatoid arthritis and therapeutic protocolé.

Several studies prove that anti-CCP (anti-citrullinated
peptide/protein antibodies) and Rheumatoid Factors (RF),
have been regarded as major factors in joint destruction”.
Anti-CCP is a more specific marker compared to RF, due to
their high specificity to RA 8.

Recently, the Anti-CCP became a major test of disease course,
joints erosion, severity and early diagnosis®-10-11, It may be
detectable before the onset of RA symptoms?2, which proves
their ~ importance in  the  pathophysiology  of
RA13,Furthermore, Anti-CCP antibodies has been involved in
criteria for ACR/EURL 2010 classification (the American
College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism)14

The aim of this study was to investigate Anti-CCP status in
western Algeria population and their association with
clinical feature and medical managements (Disease activity,
radiographic damages, erosion ...) of Algerian patients with
RA.as well as their importance in the diagnosis of RA.

PATIENTS AND METHODS:
The population:

We carried out a cross study based on medical records over
281 patients with RA aged of 14 years or over; diagnosed
between 2016 and 2019 at the level of Internal Medicine in
partnership with Functional Rehabilitation Departments of
the University Hospital of Sidi Bel Abbes.

Patients were diagnosed according to ACR 1987 criteria 15.
The local Ethics Committee of University Hospital has
approved our study.

We recorded the demographic characteristic such as: sex,
age; and clinical and managements like: Disease duration,
Disease activity score (DAS28) (running from 0 to 10),
Erosion, Radiologic Joint damage, Laboratory assessment
and Medication.

Concerning DAS28, the threshold values are over 5.1 for high
activity, from 5.1 to 3.2 for moderate activity, between 3.2
and 2.6 for low activity and less than 2.6 for remission 16.

ISSN: 2250-1177 [18]
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Statistical Analysis:

Patients' characteristics were presented as means and
standard deviation for continuous variables and as
frequencies and percentages for categorical variables.

For descriptive analysis we present the results as
Meanzstandard deviation and frequency (%). For the cross
study, the categorical variables were tested using Pearson’s

Khi2 test (xz] and T test for continuous variables. Logistic
regression was used to estimate the independent effects of
some RA characteristics on the presence of anti-CCP.

All data were processed and analyzed via SPSS 22.0
(Statistical Package for the Social Sciences, IBM
Corporation; Chicago, IL. August 2013).The level of
significance was <5%

RESULTS:

A total of 281 patients with rheumatoid arthritis were
included in our cross study (86.5% were women ;
females/males ratio 7.3947 ), the mean age was of
52.665+12.3477 ( range 14-80); The most affected age group
was 246 years with a rate of 74.4%, 8.2% of males were
smokers, More than half of our patients were affected in
hands joints (68.3%) followed by wrists (60.1%).The mean
disease duration and DAS28 of the enrolled participants
were 4.19+4.050 and 4.5128+1.23452 respectively.
Concerning the disease activity, 1.1% of patients in the
remission status, 13.5% with a low activity, 54.4% with a
moderate activity and 31% with a high activity. Positive anti-
ccp and RF were noted in 79.7% and 80.4% of patients
respectively (Table 1).

Table 2 demonstrate a comparison of various factors such as
gender; age; disease duration; erosion; tobacco status; joint
damage; ESR; CRP and medication in two rheumatoid
arthritis groups (positive and negative Anti-CCP groups).We
noted a high signification between the erosion; DAS 28,high
activity ; shoulders joints and the positive Anti-CCP group
(p=<0.0001). We reported also a signification between Anti-
CCp status and tobacco (p=0.047), ESR (p=0.001),
Methotrexate use (p=0.003).

Table 03 indicates an analysis of the characteristics of RA
such as age; DAS28, joint damage, erosion, ESR in accordance
with RF and Anti-CCP status.

We noticed a mutual association of Anti-CCP rate with DAS28
(Figure 1) and Disease duration (Figure 2)

The Binary logistic regression illustrated that the Anti-CCP
status was significantly associated with age; disease
duration; DAS28; ESR and RF (Table 4).
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R2 Linéaire = 0,091
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Figure 1: linear correlation between Anti-CCP titer and disease activity score (DAS28)
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Figure 2: linear correlation between Anti-CCP titer and Disease duration
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Table 1 : Charactéristics of RA patients

Characteristics (Mean£SD) or n(%) Rheumatoid arthritis n=281
Female gender 243(86.5%)
Age (years) 52.665+12.3477
<45 72(25.6%)
246 209(74.4%)
Disease duration (years) 4.19+4.050
Comorbidity

Type 2 diabetes 40(14.2%)
Hypertension 114(40.6%)
active tobacco (males) 23(8.2%)
Radiologic Joint damage

Hands 192(68.3%)
Wrists 169(60.1%)
Knees 158(56.2%)
Elbows 109(38.8%)
Shoulders 100(35.6%)
Feet 86(30.6%)
Ankle 44(15.7%)
Erosion 67(23.8%)
DAS28 4.5128+1.23452
Disease activity

Remission 3(1.1%)
Low 38(13.5%)
Moderate 153(54.4%)
High 87(31%)
Anti-CCP titer (Ul/ml) 191.1977+164.87025
Positive Anti-CCP 224(79.7%)
RF titer (Ul/ml) 68.5438+76.30074
Positive RF 226(80.4%)
ESR titer (mm/h) 43.434+24.8095
Accelerated ESR 230(81.9%)
CRP titer 17.9390+28.69422
Positive CRP 184(65.5%)
Medication

Methotrexate 226(80.4%)
leflunomide 45(16%)
Hydroxychloroquine 4(1.4%)
Glucocorticoid 159(56.6%)

ISSN: 2250-1177
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Table 2: Data based on Anti-CCP status in RA patients
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Characteristics n(%) RA patients n=281

Positive Anti-CCP Negative Anti-CCP P value

n=224 n=57

Female gender 32(11.39%) 6(2.14%) 0.459
Age (years) 51.192+12.940 58.456+11.2870 <0.0001
Disease duration (years) 4.48+4.280 3.04+2.712 0.016
Erosion 64(22.78%) 3(1.07%) <0.0001
Active tobacco (males) 22(7.83%) 1(0.36%) 0.047
Disease activity
Remission 1(0.36%) 2(0.71%) 0.045
Low 18(6.41%) 20(7.12%) <0.0001
Moderate 123(43.77%) 30(10.68%) 0.758
High 82(29.18%) 5(1.78%) <0.0001
DAS28 4.7166+1.19056 3.7119+1.07554 <0.0001
Joint damage
Hands 158(56.23%) 34(12.10%) 0.115
Wrists 144(51.25%) 25(8.90%) 0.005
Knees 126(44.84%) 32(11.39%) 0.988
Elbows 94(33.45%) 15(5.34%) 0.030
Shoulders 93(33.10%) 7(2.49%) <0.0001
Feet 71(25.27%) 15(5.34%) 0.431
Ankle 39(13.88%) 5(1.78%) 0.109
Laboratory assessment
ESR(mm/h) 45.875+25.0779 33.842+21.3473 0.001
CRP (Ul/ml) 19.0826+31.27544 13.4451+13.99490 0.186
Drugs use
Methotrexate 188(66.90%) 38(13.52%) 0.003
leflunomide 35(12.46%) 10(3.56%) 0.724
Hydroxychloroquine 3(1.07%) 1(0.36%) 0.813
Glucocorticoid 132(46.98%) 27(9.61%) 0.116
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Table 3: Charactiristics of RA patients according to Anti-CCP and RF status.

Characteristics RA patients n=281
(%)) (Meam:tSTH) - - - P value
Anti-CCP- FR- Anti-CCP- FR+ Anti-CCP+ RF+
N=55 N=2 N=224
Female gender 50(17.79%) 1(0.36%) 192(68.33%) 0.191
Age (years)
<45 6(2.14%) 00 66(23.49%) 0.013
246 49(17.44%) 2(0.71%) 158(56.23%)
Disease duration (years)
<4 41(14.59%) 1(0.36%) 124(44.13%) 0.033
5-11 13(4.63%) 1(0.36%) 86(30.60%) 0.112
12-18 1(0.36) 00 5(1.78%) 0.961
>18 00 00 9(3.20%) 0.306
Erosion 2(0.71%) 1(0.36%) 64(22.78%) <0.0001
Active tobacco(males) 00 1(0.36%) 22(7.83) 0.006
Disease activity
Remission 2(0.71%) 00 1(0.36%) 0.118
Low 20(7.12%) 00 18(6.41%) <0.0001
Moderate 28(9.96%) 2(0.71%) 123 0.373
High 5(1.78%) 00 82(29.18%) <0.0001
Joint damage
Hands 33(11.74%) 1(0.36%) 158(56.23%) 0.276
Wrists 23(8.19%) 2(0.71%) 144(51.25%) 0.005
Knees 31(11.03%) 1(0.36%) 126(44.84%) 0.948
Elbows 14(4.98%) 1(0.36%) 94(33.45%) 0.075
Shoulders 6(2.14%) 1(0.36%) 93(33.10%) <0.0001
Feet 14(4.98%) 1(0.36%) 71(25.27%) 0.558
Ankle 4(1.42%) 1(0.36%) 39(13.88%) 0.073
Accelerated ESR 39(13.88%) 2(0.71%) 189(6.26%) 0.054
Positive CRP 32(11.39%) 1(0.36%) 151(53.74%) 0.391
Methotrexate intake 36(12.81%) 2(0.71%) 188(66.90%) 0.007
Table 4: Binary regression for the presence of Anti-CCP
Factors RA Patients n= 281
OR 95%IC P value

Age (years) 0.945 0,919-0.973 <0.0001

Disease duration (years) 1.159 1.023-1.313 0.021

DAS28 2.230 1.648-3.017 <0.0001

ESR(mm/h) 1.024 1.009-1.039 0.001

CRP (Ul/ml) 1.014 0.995-1.034 0.146

RF (Ul/ml) 1.158 1.112-1.206 <0.0001
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DISCUSSION:

Positive anti-CCP status is primarily associated with bone
loss, disability, disease duration and disease activity in RA
patients 17. Our cross study showed this relationship
between clinical characteristics, disease activity, joints
damages and Anti-CCP status in Algerian RA patient from
western Algeria (Sidi Bel Abbes region in particular ).

BARRAL.L et al illustrated that positive Anti-CCP group were
younger (p<0.0001) with a longer disease duration I8,
Moreover, ARNAB.B et al, reported a similar results
regarding the duration of the disease and Anti-CCP (p=0.003)
19, Orsolini. G et al 20 reported as well a correlation between
disease duration and Anti-CCP status (p=0.014). Anti-CCP
negative patients were older with less disease activity 21.

There is a strong association between anti-CCPs and
radiological joints damages 22. Ghozlani et al 23 confirm the
influence of anti-CCPs status on radiological erosion
(p=0.001). Furthermore. Yang et al24 noted a high correlation
between  Anti-CCP  positive ~and  sever  joint
damage(<0.005).Another study by Im et ali3 showed a
significant association between erosion and Anti-CCP
positive (p=0.0024). Barra et al 18 conclude the same result
in 160 patients (p=0.0058). However, the results of Slimani
et al 2! disagreed with previous investigations, they did not
find any relation between erosion and Anti-CCP status.

In RA there is a significant association between RF, anti-ccp
and disease severity 23-25. However, patients positive for anti-
CCPand RF both had a high risk of disease progression 26. In
addition, Forslind et al.22 show that anti-CCP appeared to be
an important predictor in early RA. Nonetheless, Barra et al
18 did not find any significant association between RF
positivity and erosive disease.

A significant relation between radiologic assessment of wrist,
hands and positive Anti-CCP was observed in the Serdaroglu
et al data?’. In our investigation we found a significant
correlation between wrist radiologic damages and positive
Anti-CCP patients (p=0.005)

According to another investigation 28-29-30-31, Qur study
demonstrate a high association between Anti-CCP status and
DAS28 (p<0.0001). These results were in contradiction with

some studies from Tunisia, Thailand, Egypt and Italy 25-30-32-
20,

There was no significant correlation between the analyses of
laboratory assessment and positive Anti-CCP23-33-18-27, many
studies disagreed with this investigation19-21-22-3435  they
found a high significant relation between ESR and Anti-CCP
status similar to our results (p=0.001).

Smoking increases the high secretion of anti-CCP antibodies
in RA patients with shared epitope36-37. Forslind et al 22,
Garcfa de Veas Silva et al 38 reported a high significant
association between Anti-CCP status and smoking. Our data
demonstrate a significant association (p=0.047). Other
studies 1820 were paradoxical with previous results that
showed no significant difference between tobacco status and
positive Anti-CCP.

Likewise, The most common received drug in our data was
Methotrexate with a significant different with Positive Anti-
CCP patients (p=0.003).Nevertheless, some studies did not
find any correlation between Methorexate use and Anti-CCP
positive 18-21

CONCLUSION:

Our data showed that Algerian RA patients with positive
Anti-CCP antibodies have an active high disease activity and
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long disease duration. Anti-CCP was considered as a
predicator factor for, radiologic erosion joint progression
and as prognostic factor of RA to predict the course of
disease activity and the effectiveness of the treatment.
Further studies on larger numbers of patients are needed to
confirm our findings.
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Chapitre V: Resultats

PRESENTATION DE L’ARTICLE 1I

Y-a-t-il une association entre les anticorps anti-peptides citrullinés et la sévérité des

parametres de la polyarthrite rhumatoide chez les patients algériens ?

Is there an association between Anti-Citrullinated Peptide Antibodies and the Severity of
Rheumatoid Arthritis Parameters in Algerian Patients?
Journal of Drug Delivery and Therapeutics. 2020; 10(4):17-24

1.1 Contexte :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire chronique des articulations et
parfois extra-articulaire, caractérisée par une destruction irréversible des articulations, des os et une
perte de la fonction (Avouac, 2005; Tobdn et al., 2010). Avec une prévalence de 0.5% chez les
adultes dans les pays occidentaux et de 0.13% en Afriqgue du Nord (notamment en Algérie)
(Alamanos et al., 2006; Slimani & Ladjouze-Rezig, 2014). Une recherche clinique fiable avec
l'utilisation de tests spécifiques serait trés utile pour le diagnostic précoce de la polyarthrite
rhumatoide et le protocole thérapeutique(Kirwan & Quilty, 1997).

Nombreuses études effectuées ces deux derniéres décennies indiquent que les anticorps anti-
CCP (anticorps anti-peptide/protéine citrullinée) et les facteurs rhumatoides (FR), ont été considerés
comme des facteurs majeurs de la destruction des articulations. Les anticorps anti-CCP sont un
marqueur plus spécifique que les FR, en raison de leur haute spécificité pour la PR(Haugeberg et
al., 2015; Nishimura et al., 2007).

Récemment, les anticorps anti-CCP sont devenus un test majeur de I'évolution de la maladie,
de la sévérité et du diagnostic précoce. Ils peuvent étre détectés avant l'apparition des symptomes
de la PR, ce qui prouve leur importance dans la physiopathologie de la PR (Im et al., 2009;
Rantapaa-Dahlqvist et al., 2003; van Gaalen et al., 2004).

Dans I’article précédent nous avons trouvé que le tabagisme augmente le risque de sécrétion
d'anti-ccp (anticorps anti-proteines citrullinées), nous nous sommes donc intéressés dans un second
temps a démontrer les relations entre le statut des anticorps anti-peptide/protéine citrullinés
(présence/absence) et les caractéristiques cliniques, la sévérité de la maladie, les dommages
radiologiques et les parameétres biologiques chez les patients algériens atteints de polyarthrite

rhumatoide, ainsi que leur importance comme facteur prédictif pour le diagnostic de la PR.
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1.2

Résumé des résultats :

» Au total, 281 patients atteints de polyarthrite rhumatoide ont été inclus dans notre étude
(86.5 % étaient des femmes ; sex-ratio femmes/hommes : 7.3947) avec un age moyen de
52.665 ans (des extrémes de 14 a 80), la tranche d'age la plus touché était celle de >46 ans
avec un taux de 74,4 %.

» Plus que la moitié de nos patients étaient affectés aux articulations des mains (68,3 %),
suivies des poignets (60,1 %).

» La durée moyenne de la maladie et le DAS28 de nos patients était respectivement de
4,19+4,050 ans et 4,5128+1,23452. La majorité était séropositive et diagnostiquée avec
une activité modérée de la maladie.

> Le Meéthotrexate était le médicament le plus couramment utilisé dans le traitement de la
PR.

» Une forte signification a été noté entre le groupe anti-ccp positif et I’atteinte des épaules, la
présence des érosions, le DAS28 et la forte activité de la maladie (p=<0.0001).

> La positivité d’anti-ccp était significativement associée avec le tabagisme (p=0.047), la
vitesse de la sédimentation (p=0.001) et I’utilisation du Méthotrexate (p=0.003).

» Une corrélation mutuelle a été observée entre la durée de la maladie et I’expression d’anti-
ccp, les patients dans le groupe anti-ccp positif présentaient une longue durée de la maladie
(p=0,016).

» Aucune relation significative n’a été observée entre la CRP, le sexe et les 2 groupes

(d’anti-ccp +/-).

Nos données ont montré que les patients algériens atteints de PR positifs pour 1’anticorps anti-

CCP ont une forte activité et une longue durée de la maladie. Les anticorps anti-CCP ont été

considérés d’une part comme un facteur prédictif de I'évolution des dommages et les atteintes

articulaires et d’autre part comme un facteur pronostique de la PR pour prévoir I'évolution de

l'activité de la maladie et l'efficacité du traitement.
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Abstract

Background: This study aimed to demonstrate the gender and age-at-onset differences in rheumatoid arthritis (RA)in the western
Algerian population and their impacts on patients’ clinical features and medical management.

Methods: A retrospective cross-sectional study was carried out atthe Internal Medicine and Functional Rehabilitation Departments
(University Hospital of Sidi-bel-Abbes region) based on medical records of over 306 RA patients diagnosed between 2016 and 2019
according to ACR 1987 criteria. Late-onset RA (LORA) was defined as disease onset at 51 years of age or older. All data were processed
and analyzed via SPSS 22.0.

Results: We enrolled 306 rheumatoid arthritis patients(85% women)with a mean age-at-onset of 52.47 £ 12.14. Algerian RA women
were more at risk of developing type 2diabetes (P=0.035), hypertension (P=0.003),and thyroid disorders (P=0.05). Wedid not find
any significant relationship between clinical features, laboratory data, and gender. The LORA group comprised 60.5% of our study
population with a higher number of comorbidities such as hypertension (P < 0.001), osteoporosis (P=0.007), and scleroderma (P
=0.014). Nonetheless, we found evidence of an association between positive anti-CCP, RF rate, and age-at-onset (P=0.001and P <
0.001, respectively).

Conclusions: Algerian RA women with LORA presented a higher prevalence of comorbidities, while Young-onset RA (YORA) was
associated with a high rate of RE

Keywords: Young-onset RA (YORA), Late-onset RA (LORA), Algerian Patients, Rheumatoid Arthritis (RA), Comorbidities, Gender

=

effect of age-at-onset on RA development (6). As accepted,
late-onset RA (LORA) usually begins after 50 to 65 years,
while young-onset RA (YORA) develops between 30 to 45
years. Besides, YORA is characterized by a high rate of re-
mission, a lower frequency of radiographic progression
and functional score, a higher rate of anti-CCP and RF than

. Background

Rheumatoid arthritis (RA) is a common systemic au-
toimmune disease characterized by chronic inflamma-
tion and irreversible destruction of joints and bones (1).
The disease has a prevalence of 0.5% and 1% in European

and North American populations, respectively,and 0.1% in | 5ra (7).
North Africa (2). It is four times more prevalent in women

than men due to sex hormones and genetic predisposi-

tion (3). Several studies found that comorbidities differ be-

tween genders (3, 4). Moreover, the published data con- 2. Objectives

cluded different clinical aspects, including age, biological
assessment, radiological damage, and comorbidities be-

tween genders (5).

Age at RA onset could be considered a criterion of poor
prognosis frequently found in the literature, which ex-
plains the importance of studies and research about the

This study aimed to investigate the gender and age at
RA onset differences in the western Algerian population
and their effects on clinical features and medical manage-
ment of Algerian RA patients.

Copyright © 2021, Zahedan Journal of Research in Medical Sciences. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution-NonCommercial 4.0 International License (http://creativecommons.orglicenses/by-nc/4.0/) which permits copy and redistribute the material just in

noncommercial usages, provided the original work is properly cited.
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3. Methods

3.1. Population

This cross-sectional study was done at the level of Inter-
nal Medicine in partnership with the Functional Rehabili-
tation Departments of the University Hospital of Sidi-bel-
Abbes region from 2016 to 2019 on the records of over 306
RA patients diagnosed according to ACR 1987 criteria. We
recorded the demographic characteristics, such as sexand
age, and clinical features, including disease duration, Dis-
ease Activity Score 28 (DAS28, running from 0 to 10), radio-
logic progression, laboratory assessment, and medication.
We aimed to make a comparative study of gender and age-
at-onset in RA. Besides, LORA was defined as a disease onset
at51years of age or older.

3.2. Statistical Analysis

Ourresults were presented as frequenciesand percent-
ages for categorical variables using Pearson chi-square test
(x*) and means and standard deviations for continuous
variables using the independent sample t test. Values are
expressed as numbers (percentages) or mean = standard
deviation. Anti-CCP and rheumatoid factor (RF) ratios were
compared according to age-at-onset using the correlation
test. Alldatawere processed and analyzed via SPSS22.0 (Sta-
tistical Package for the Social Sciences, IBM Corporation;
Chicago, IL, August 2013). The level of significance was set
at< 5%.

4. Results

4.1. Patient Characteristics

We enrolled 306 RA patients (85% women) withamean
age of 52.47+12.14.

4.2. Gender Difference

The sample included 260 women and 46 men of com-
parable age-at-onset of RA (52.58 £ 2.23 and 53.65 = 11.68
years, respectively; P= 0.58), disease duration (4.15 £3.93
and 4.56 =+ 4.06, respectively; P = 0.52), and DAS28 (4.52 £
1.22 and 4.63 £1.23, respectively; P = 0.6). Hand joints were
the most reported sites of joint disorder in both genders
(57.5% and 10.8%, respectively; P = 0.59). Besides, 21.2% of
women had erosive RA(P=0.87). Wedid not find any signif
icant relationship between laboratory data (CRP,ESR, anti-
CCP, and RF), treatment, and gender. Women presented
anemia more frequently than men (21.9% vs. 1%; P =0.004)
(Table1).

Table 2 illustrates the comorbidity profile against gen-
derin RA. As observed, most of the men were smokers (P <
0.001). Also, 13.7% and 36.6% of patients (women) suffered

from type 2 diabetes and hypertension, respectively, with
a significant correlation (P = 0.035 and P = 0.003, respec-
tively). Moreover, 5.6% of patients had lung disorders, in-
cluding 4.9% of men (P< 0.001). Asignificant correlation
was found between thyroid disorders and female gender (P
=0.05).

4.3. Age Difference

More than half of our patients (60.5%) were in the LORA
group (51% women and 9.5% men; P = 0.69). The mean
disease duration was 3.82 £ 3.23 in YORA against 4.47 =
4.34 years in LORA (P=0.16). Asignificant relationship was
found between LORA and knee damage (P=0.008) but not
with erosion, DAS28, and ESR. Most of the patients (44.8%)
in the LORA group presented positive anti-CCP and RF (P=
0.001and P < 0.001, respectively) (Table 3). Concerning co-
morbidities, we noticed a dominance of hypertension, os-
teoporosis, and scleroderma in the LORA group (P< 0.001,
P=0.007,and P=0.014, respectively) (Table 4).

Figures 1 and 2 and Table 5 show the correlation be-
tween serological rates (anti-CCP and RF titer) and age-at-
onset.

5. Discussion

To the best of our knowledge, the current study is
the first that examines the profile of rheumatoid arthri-
tis against gender and age-at-onset in the western Algerian
population. This study aimed to evaluate the impacts of
gender and age on clinical characteristics, medical man-
agement, and comorbidities of rheumatoid arthritis pa-
tients.

5.. Gender Difference

The clinical features of RA patients vary according to
sex (8). Our study demonstrated that Algerian RA women
suffered from comorbidities more than men. Cross-
sectional studies in Latin-American countries reported a
clear female predominance (3). Ouali et al. (9) reported
that most patients were women, which concords with our
results and could be explained by the impact of sex hor-
mones on the immune system (10). In the present study,
we found no significant relationship between clinical vari-
ables (mean age, disease duration, and DAS28) and gender
of RA patients, as confirmed by several studies (4, 11, 12). It
also agrees with Barragan-Martinez et al. (3), Ahlmén et al.
(13),and Coffey etal. (14) studies.

Anti-CCP and RF can be predictors of rheumatoid
arthritis activity (15). Our results add to several authors’
findings (4, 9, 14, 16, 17), highlighting that anti-CCP or RF
titer did not differ between female and male RA patients.

Zahedan | Res Med Sci. 2022; 24(1):¢108918.
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Table 1. Clinical, Radiologic,and Laboratory Data in Rheumatoid Arthritis Patients Based on Gender

Women Men PValue

Age-at-onset 52588 122359 53652 1+ 11.6871 0.585
Disease duration 4158 13.9341 4565 1 4.0642 052
Region 0.851

Rural 70(22.9) 13(4.2)

Urban 190(62.1) 33(10.8)
Radiologic joint damage

Hands 176 (57.5) 33(10.8) 0.59

Wrists 161(52.6) 30(9.8) 0.67

Knees 146 (47.6) 24(78) 0.61

Elbows 95(31) 21(6.9) 0.24

Shoulders 93(30.4) 15(49) 0.68

Feet 77(25.2) 17(5.6) 0.32

Ankle 35(11.4) 10(33) 0.14
Erosion 65(21.2) 12(3.9) 0.87
DAS28 45286 112290 4.63211.2390 0.6
ESR 43.446 1+ 247641 43.478 1 24.9798 025
CRP 192303 £ 30.8062 13.9391 £ 12.4531 0.99
Anti-CCP positivity 208(68) 38(124) 0.68
RF positivity 209(683) 40(13.1) 0.29
Anemia 67(21.9) 3(1) 0.004
DMARDs

Methotrexate 215(70.3) 34(111) 016

Leflunomide 40(13) 8(2.6) 0.73

Table 2. Comorbidity Profile Against Gender in Rheumatoid Arthritis Patients
Women Men PValue

Smoking 0(0) 31(101) <0.001
Type 2 diabetes 42(37) 2(0.7) 0.035
Hypertension 112(36.6) 9(2.9) 0.003
Solid neoplasia 3(1) 0(0) 0.46
Osteoporosis 2(72) 1(03) 0.136
Thyroid disorders 20(6.5) 0(0) 0.05
Stomach ulcers 7(23) 0(0) 0.26
Pulmonary disease 2(0.7) 15(4.9) < 0.001
Scleroderma 9(2.9) 0(0) 0.20

Similar to our prior results, erosions were not associated  nificant correlation between anemia and female sex (P =
with gender groups (13, 14). 0.004). Besides, most RA men were smokers (P < 0.001).
Our results and those of Uhlig et al. (20), Manfredsdottir
Anemia is a common comorbidity associated with RA  etal. (21),and Ruiz-Esquide et Sanmarti (22) emphasize the
(18). Agrawal etal. (19) illustrated that RA women suffered  relationship between smoking and RArisk in men.
from anemia more than RA men. Our cohort found a sig-

Zahedan ] Res Med Sci. 2022; 24(1):¢108918. 3
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Table 3. Clinical, Radiologic and Laboratory Data in Rheumatoid Arthritis Patients Based on Age-at-onset

YORA (< 50 Years) LORA(>> 51 Years) PValue

Ageat-onset 40529 +7.919 60.741 1+ 6408 -
Disease duration 3.826 +3.2318 4.476 +4.3453 016
Area 0756

Rural 34(111) 49(16)

Urban 87(28.4) 136 (44.4)
Jointdamage

Hands 84(275) 125(40.8) 0.73

Wrists 80(264) 111(36.3) 0.28

Knees 56(18.3) 14 (37.3) 0.008

Elbows 47(15.4) 69 (22.5) 0.78

Shoulders 45(14.7) 63(20.6) 0.57

Feet 32(105) 62(203) 019

Ankle 15(9.4) 30(9.8) 035
Erosion 37(121) 40 (13.1) 0.078
DAS28 4,5534 £ 1,2801 45380 11,1979 091
ESR 425619 £ 25,1017 44,0324 1 24,5772 061
CRP 18,5157 1 38,0237 18,3819 1 20,8997 0.96
Anti-CCP positivity 109 (35.6) 137 (44.8) 0.001
RF positivity 112(36.6) 137 (44.8) <0.001
Anemia 26(85) 44(14.4) 0.64
DMARDs

Methotrexate 103(33.7) 146 (47.7) 0.17

Leflunomide 20(6.5) 28(92) 0.74

Table 4. Comorbidity Profile of Rheumatoid Arthritis Patients Against Age-at-onset

YORA (< 50 Years) LORA(> 51 Years) PValue
Smoking 13(4.2) 18(5.9) 0.774
Type 2 diabetes 12(39) 32(10.5) 0.072
Hypertension 27(8.8) 94(30.7) < 0.001
Solid neoplasia 1(0.3) 2(0.7) 0.825
Osteoporosis 3(1) 20(6.5) 0.007
Thyroid disorders 8(2.6) 12(3.9) 0.96
Stomach ulcers 2(0.7) 5(1.6) 0.548
Pulmonary disease 6(2) 11(3.6) 0.712
Scleroderma 0(o0) 9(2.9) 0.014

Dougados et al. (23) confirmed the strong association ~ asignificantimpact on the development of type 2 diabetes
of some comorbidities with rheumatoid arthritis. Accord-  mellitus (25, 26). Accordingly, previous studies reported a
ing to several data, there is a high impact of sexonRA co-  significant correlation between female sex and type 2 dia-
morbidities (24). We reported a significant gender differ-  betes in RA patients (4, 11), and our results confirm this as-
enceaccording to some comorbidities. Sexhormoneshave  sociation (P=0.0035).

4 Zahedan ] Res Med Sci. 2022; 24(1):e108918.
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Figure 1. Linear correlation of Anti-CCP rates and age-at-onset of Rheumatoid Arthritis

Table 5. Correlation Between Age-at-onset and Serological Parameters

Age-at-onset(y)
Variables
r (Correlation Coefficient) P
Anti-CCP -0.77 0.8
RF -0.155 0.006

Medication, inflammations, and oxidative stress were
the most risk factors of hypertension prevalence in RA pa-
tients (27, 28). Aurrecoechea et al. (4, 11) did not find any
correlation between gender and hypertension. Other stud-
ies disagreed with this investigation (3, 29), similar to our
survey (P=0.003). On the other hand, many studies con-
firmed the association between RA and autoimmune thy-
roid disease (AITD) (30). It was reported that women are
affected more than men by AITD (31), with an incidence of

Zahedan ] Res Med Sci. 2022; 24(1):e108918.

4.4% (X 1,000,000) in the USA (32). Barragan-Martinez (3)
affirmed that RA women are most affected by AITD, with a
significantassociation (P =0.005).

Our results illustrated a significant association of pul-
monary disease with the men group (P < 0.001). Aur-
recoechea et al. (4, 11) attempted to explain this associa-
tion. Nevertheless, other investigators demonstrated pul-
monary disease prevalence among males due to a genetic
predisposition (33, 34).

5.2. Age Difference

We aimed to evaluate the impact of age-at-onset on RA
patients’ clinical and medical features. The RA incidence
is relatively high in elderly-onset RA (35) due to the im-
munosenescence phenomenon associated with age (36).
Clinicaland medical management of RA differs between el-
derly and young subjects with RA (37), including serology,
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Figure 2. Linear correlation between RF titer and age-at-onset of Rheumatoid Arthritis

medication, and comorbidities (38-41). Our resultsare con-
sistent with previous findings, but we did not observe any
significant differences in disease duration (7,42), articular
erosion,and DAS28 (40, 41,43) based on age-at-onset.

Anti-CCPwas more often positive in the young-onsetRA
(YORA) than in the late-onset RA (LORA) groups (44), with a
higher frequency of the PTPN22 T-variant (45). Our study
found evidence of an association between serology status
(anti-CCP and RF) and age-at-onset (P = 0.001, P < 0.001).
Similarly, the results of other investigations confirmed a
significant association between the anti-CCP titer and age-
at-onset in RA patients (7, 9, 46). Tan etal,, Chen et al., and
Sparks et al. (40, 41, 47) illustrated a significant relation-
ship between positive RF and age. However, Garcia de Veas
Silva et al. and Gonzalez-Febles et al. (48, 49) did not ob-
serve any significant relationship between seropositive RA
and age.

It was noted that comorbidities were more common
in older subjects with a higher prevalence (50). The LORA
group presented a significant association with hyperten-
sion and osteoporosis (P < 0.001) (40, 51), which is simi-
lar to the current investigation. Furthermore, the median
age at diagnosis was 50 - 58 years in scleroderma (52, 53).
Our study confirmed the significant relationship between
LORA and scleroderma(P=0.014).

Since this is a retrospective study, we were unable to
conclude the impact of gender and age-at-onset on disease
severity, RA outcome, and DMARDs choice.

5.3. Conclusions

Clinical, medical,and biological features of RA patients
did not differ between genders. However, the comorbidity
profile was different between women and men. Anti-CCP
and RF were higher in the YORA group. Nevertheless, pa-

Zahedan J Res Med Sci. 2022; 24(1):e108918.
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tients with LORA presented some comorbidities, with a sig-
nificant impact. Further studies are required to prove the
effects of gender and age-at-onset on specific outcomes in
RA.
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PRESENTATION DE L’ARTICLE III

Impact du sexe et de I'dge de début sur les caractéristiques cliniques et médicales de la

polyarthrite rhumatoide dans la population de I'ouest algérien.

Impact of Gender and Age-at-onset on Clinical and Medical Features of Rheumatoid
Arthritis in Western Algerian Population.
Zahedan J Res Med Sci. 2022 January; 24(1):e108918

111.1 Contexte:

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune systémique courante caractérisée
par une inflammation et une destruction irréversible des articulations (Avouac, 2005). La
prévalence de la maladie est de 0.5 % et de 1 % dans les populations européennes et nord-
américaines, respectivement, et de 0.1 % en Afrique du Nord (Minichiello et al., 2017). Elle est
quatre fois plus répandue chez les femmes que les hommes en raison des hormones sexuelles et des
prédispositions génétiques. Plusieurs études ont montré que les comorbidités peuvent différer entre
les sexes, ainsi que les aspects clinique, radiologique et biologique de la PR (Aurrecoechea et al.,
2017; Barragan-Martinez et al., 2012) .

L'age au moment de l'apparition de la PR peut étre considéré comme un critére de mauvais
pronostic fréqguemment retrouvé dans la littérature, qui explique l'importance des études et des
recherches sur I'impact de I'dge d'apparition sur le développement de la PR (Arnold et al., 2014).

Comme admis, la PR a début tardif (LORA) commence généralement apres 1’age de 50 & 65
ans, tandis que la PR a début précoce (YORA) se développe entre 1’age 30 et 45 ans. En outre, le
groupe YORA se caractérise par une rémission de la progression radiographique et le score
fonctionnel, un taux plus élevé d'anti-CCP et de FR par rapport au groupe LORA (Krams et al.,
2016).

Cette étude visait a étudier les différences de sexe et d'age au début de la PR dans la population
de I’Ouest Algérien et leur impact sur les caracteristiques cliniques et la prise en charge medicale

des patients PR.

96 |Page



Chapitre V: Resultats

111.2 Résumé des résultats :

111.2.1 L’analyse comparative selon le genre

>

Nous avons colligé dans notre période d’étude 306 patients atteints de PR dont 260
femmes et 46 hommes ddge comparable au moment de l'apparition de la PR
(respectivement 52.58 £2.23 et 53.65+11.68 ans ; P = 0.58), la durée de la maladie était
de 4.15+3.93 et 4.56+£4.06 ans, respectivement (P = 0.52) et le DAS28 etait de
4.52+1.22 et4.63+1.23, respectivement (P = 0.6).

Les articulations de la main étaient les sites les plus touchés dans les deux groupes
(femmes et hommes). En outre, 21.2 % des femmes présentaient une forme érosive.
Aucune signification n’a été observée entre les données biologiques (VS, CRP, FR,
Anti-CCP), le traitement et le sexe.

Les femmes présentaient une anémie plus fréquemment que les hommes (21.9 % contre
1% ; P =0.004).

La plupart des hommes étaient fumeurs (P <0.001).

13.7 % et 36.6 % des patients (femmes) souffraient respectivement de diabéte de type 2
et d'hypertension (P = 0.035 et P = 0.003)

En outre, 5.6 % des patients présentaient des troubles pulmonaires, dont 4.9 %
d’hommes (P < 0.001).

Une corrélation significative a été observée entre les troubles thyroidiens et le sexe
féminin (P= 0.05).

111.2.2 L’analyse comparative selon ’4ge d’apparition de la maladie :

>

Plus que la moitié de nos patients (60.5 %) faisaient partie du groupe LORA (PR a
début tardif).

La durée moyenne de la maladie était de 3.82+3,23 ans dans le groupe YORA (PR a
début précoce) contre 4.47+4,34 ans dans le groupe LORA (P = 0.16).

L’atteinte des genoux était significativement corrélée avec le groupe LORA (p=0.008)
La plus part des patients dans le groupe LORA étaient séropositive pour 1’anticorps

anti-ccp et les facteurs rhumatoides (P =0.001 and P < 0.001, respectivement).
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> En ce qui concerne les comorbidités, nous avons remarqué une prédominance de
I'hypertension, de l'ostéoporose et de la sclérodermie dans le groupe LORA (P < 0.001,
P =0.007, et P = 0.014, respectivement).

» Nous avons fourni une correélation linéaire pour mieux illustrer la notion de liaison entre

I’expression d’anti-ccp, FR et I’age d’apparition de la maladie.
Les comorbidités peuvent différer entre les femmes et les hommes. Les anticorps anti-CCP et

RF étaient plus exprimes dans le groupe YORA. Néanmoins, les patients dans le groupe LORA

présentaient certaines comorbidités, avec un impact significatif.
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Article IV

Association of Gout with Rheumatoid Arthritis and Pulmonary Toxicity of
Methotrexate: A Case Report about Algerian Women.
Siheme Ouali , Khalida Zemri , Khedoudja Kanoun , Harir Noria, Zahira Benaissa , Feriel Sellam ,
Karima KARROUBI, Sid Tadj Hebri .
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ABSTRACT

Coexistence of rheumatoid arthritis and gout is considered as rare however some patients may gather both diseases. Long-term treatment with
Methotrexate may cause pulmonary pathology. We report a case of a 48-year-old Algerian woman with medical history (swelling of knee and
joint pain in the shoulders and hands) diagnosed with Rheumatoid Arthritis (RA), after 3 years of self-medication with Methotrexate; she
returned with hyperurecimia that confirmed the co-presence of the gout and RA as well as a pneumonia confirmed with clinical sign and chest

X-Ray. Methotrexate dose compliance can reduce adverse effects.
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INTRODUCTION:

Rheumatoid Arthritis (RA), is an autoimmune disease, it is
known as the most frequent chronic inflammatory joint
pathology which is characterized by excessive synovial
inflammatory response with osteoarticular involvements
01, The gout is an inflammation of the joints or periarticular
joints triggered by monosodium urate microcrystals (UMC)
02 involving a defensive reaction of the organism that relies
primarily on innate immunity 93. Copresent rheumatoid
arthritis (RA) and gout is very rare.0¢

This case report focuses on a 48 Year-Old Algerian woman
with a history of joint pain at the level of the knees,
shoulders and hands that were diagnosed as rheumatoid
arthritis and gout disease.

CASE REPORT:

A 48 years old Algerian woman in 2015 with a history of
Diabetes and high blood pressure, was admitted to the
government hospital for swelling of knee and joint pain in

ISSN: 2250-1177 [216]

the shoulders and hands since 6 months (The pain score
ranging from 7-8/10).

She underwent many biological tests that showed a C-
reactive protein (CRP) rate of 243mg/L, a high
sedimentation rate of 58 mm/h, a positive rheumatoid factor
(RF) (+++), An anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP)
(+++) and normal uric acid level(4.5 mmol/I) .Our patient
used Folic acid and methotrexate (MTX).

One month after this treatment, her symptoms of knee
swelling and joint pain in the shoulders and hands were
attenuated however, the patient lost her sight.

In 2018, the patient came for her usual follow-up; she
suffered from chest pain, breathing difficulties, dyspnea and
swelling of knee.

Due to these symptoms, the patient was subjected to a
clinical examination, cytobacteriological examination of the
urine (CEBU), chest X-Ray, C-reactive protein (CRP),
sedimentation rate, anti-CCP, rheumatoid factor (RF), uric
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acid, creatinine and blood Glucose. The clinical examination
shows the presence of nodules in the knees.

After a week, her exams showed that C-reactive protein
(CRP) was positive (34.2mg/l) with a high sedimentation
rate (45 mm/h), positive RF, positive anti-CCP and
hyperurecimia (10.8mmol/1).

The CEBU (Cytobacteriological examination of urine) showed
the presence of sodium urate crystals (Figure 1).

Journal of Drug Delivery & Therapeutics. 2020; 10(4):216-218

All her investigations (medicals and biological tests)
confirmed the coexistence of rheumatoid arthritis and gout
with each other.

The chest X-Ray revealed pneumonia (Figure 2).

MTX treatment was stopped by the doctors, and they decided
to replace it by colchicines and non steroidal anti-
inflammatory.

In july 2019, We recorded the patient's death after a
cerebrovascular accident (stroke).

.

Figure 1: Cytobacteriological examination of urine demonstrating the presence of sodium urate crystals (GRx100)

Figure 2: chest X-Ray revealed a pneumonia

ISSN: 2250-1177 [217]
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DISCUSSION:

The Coexistence of gout and RA is rarely reported. During
the past 40 years, The English language journals have cited
the existence of only 24 individual; In Taiwan (Chang Gung
Memorial Hospital) 08 cases were reported between 1994
and 2005 %4, and Jebakumar and al found only 22 cases had
gout prior to the RA incidence in 813 cases%, The incidence
of gout in RA patients exist but with a low rate 9, Our
patient with a history of joint pain in the knee, shoulders and
hands, a normal uric acid level, a positive FR , CRP and Anti-
CCP in the beginning of the diagnosis, what it proves the
non-existence of gout in the in the beginning, but after 2
years, this patient returned with swelling of knee and
hyperurecimia.

Moreover, Methotrexate (MTX) is a anti-inflammatory and
immunomodulating, used for the treatment of RA since
195107, Pulmonary toxicity was reported in 1969 after
treatment with a high dose MTX 08, the incidence of the
pulmonary toxicite related MTX has been reported as low
(2-8%) 99. Methotrexate may cause more type of pulmonary
toxicity such as : Inflammatory lung disease, Pulmonary
infections, Pulmonary malignancy 10 Kremer et al. found that
patient with rheumatoid arthritis—developed lung injury
after being treated with methotrexate 11 The woman
presented in this case report developed pneumonia after 4
years of treatment with MTX.

The symptoms of pulmonary disease were: dry cough,
dyspnea, general discomfort 12, The patient presented in this
case report had some clinical symptoms of pneumonitis
(pneumonia) such as breathing difficulties and dyspnea.

CONCLUSION:

The Coexistence of gout and RA in the same patient was
reported to be very rare. It is not frequent but it exists. For
that reason, levels uric acid should therefore be monitored
for people with RA using other techniques for the diagnosis.
30% of patients treated with Methotrexate for >5 years
develop different pulmonary involvement; that's why,
patients need to know how to use methotrexate safely,
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which should be monitored during treatment, and above all,
avoid self-medication.

Conflict of interest: The authors declare no conflicts of
interest

References:

1. Andia A, Alassane S, Brah S, Daou M, Hamadou A , Adehossi E ,
Cheour E Rheumatoid Arthritis at The National Hospital of
Niamey: A 42 cases report. Revue africaine de médecine interne
(RAFMI), 2016; 3(2):29-32.

2. ShiY, Mucsi AD, Ng G. Monosodium urate crystals in
inflammation and immunity. Immunol Rev, 2010; 233:203-17.

3. Martinon F, Petrilli V, Mayor A, Tardivel A, Tschopp J. Gout-
associated uric acid crystals activate the NALP3 inflammasome.
Nature, 2006; 440:237-41.

4. Kuo CF, Tsai WP, Liou LB. Rare copresent rheumatoid arthritis
and gout: comparison with pure rheumatoid arthritis and a
literature review. Clin Rheumatol, 2008; 27:231-5.

. Jebakumar AJ, Udayakumar PD, Crowson CS, et al. Occurrenceof
gout inrheumatoid arthritis: it does happen! A population-
based study. Int ] Clin Rheum, 2013; 8:433-7.

6. Zhu Y, Pandya BJ, Choi HK. Prevalence of gout and hyperuricemia
in the US general population: the National Health and Nutrition
Examination Survey 2007-2008. Arthritis Rheum, 2011;
63(10):3136-3141.

7. Gubner R, August S, Ginsberg V. Therapeutic suppression of tissue
reactivity. II. Effect of aminopterin in rheumatoid arthritis and
psoriasis. Am ] Med Sci, 1951; 221:176-182.

8. Clarysee AM, Cathey W], Cartwright GE, et al. Pulmonary disease
complicating intermittent therapy with methotrexate. JAMA,
1969; 209:1861e1864.

9. SOSTMAN HD, MATTHAY RA, PUTMAN CE. Cytotoxic drug
induced lung disease. Am. ]. Med, 1977; 62:608-615.

10. DAY RO, QUINN DI, BROOKS PM, CONAGHAN PG. Hazards of low
dose methotrexate. Aust. NZ. ]. Med, 1995; 25:670-674.

11. KREMER ]JM, ALARCON GS, WEINBLATT ME et al. Clinical,
laboratory, radiographic, and histopathologic features of
methotrexate-associated lung injury in patients with
rheumatoid arthritis. A multicenter study with literature
review. Arthritis Rheum, 1997; 40:1829-1837.

12. Yunt, Z. X,, & Solomon, J. ]. Lung Disease in Rheumatoid Arthritis.
Rheumatic Disease Clinics of North America, 2015; 41(2):225-
236.

(428

CODEN (USA): JDDTAO



Chapitre V: Résultat

PRESENTATION DE L’ARTICLE 1V

Association de la goutte a la polyarthrite rhumatoide et la toxicité pulmonaire du

méthotrexate : Etude de cas sur une femme algérienne

Association of Gout with Rheumatoid Arthritis and Pulmonary Toxicity of Methotrexate: A
Case Report about Algerian Woman.
Journal of Drug Delivery & Therapeutics. 2020; 10(4):216-218

IV.1 Contexte:

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune. elle se définit comme un
rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent, qui se caractérise par une réponse
inflammatoire synoviale excessive avec des implications ostéoarticulaires (Pillon & Michiels,
2013).

La goutte est une inflammation des articulations (périarticulaires) déclenchées par les cristaux
de monosodium urate (MUC) impliquant une réaction défensive de l'organisme qui se repose
principalement sur I'immunité innée (Martinon et al., 2006; Y. Shi et al., 2010). L’association PR
et goutte est rarement rapportée (Kuo et al., 2008).

Nous rapportons un cas d’une femme algérienne de 48 ans avec des douleurs au niveau des
genoux, des épaules et des mains, diagnostiquées avec la polyarthrite rhumatoide et de la goutte. Le

but de cet article est de montrer cette difficulté afin d’éviter tout retard diagnostic.
IV.2 Résumé des resultats :

» Nous rapportons un cas d’une femme algérienne de 48 ans avec des antécédents de
diabete de type 2 et I’hypertension artérielle diagnostiquée avec la PR (en 2015).

» L'examen clinique a montré des douleurs articulaires avec une notion de gonflement au
niveau des genoux, des épaules et des mains (le score de douleur allant de 7 & 8/10).

» Les examens biologiques ont montré un taux de protéine C-réactive (CRP) de 24,3
mg/l, une vitesse de sédimentation accélérée de 58 mm/h, une positivité des tests
sérologiques (anti-ccp et FR) et un taux d'acide urique normal de 4,5 mmol/I.

» La patiente a été mise sous Méthotrexate avec bonne évolution clinique et biologique.

» Une rémission a été observée aprés un mois du traitement.
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> En 2018, la patiente est venue pour son suivi habituel ; avec des douleurs thoraciques,
une difficulté respiratoire, une dyspnée et un gonflement du genou.

» L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) a démontré la présence des cristaux
de monosodium urate (MUC).

» L’examen biologique a présenté une hyperurécimie, VS accélérée, et anti-ccp et FR
positifs.

» Laradiographie du thorax a révélé une pneumonie.

» Le  traitement de fond par MTX  fut  arrété, la  patiente
a été mise sous colchicine.

> En juillet 2019, nous avons enregistré le déces de la patiente aprés un accident
vasculaire cérébral (AVC).

La coexistence de la goutte et de la PR chez le méme patient a été rapportée comme étant tres
rare. Elle n'est pas fréquente mais elle existe. C'est pourquoi il convient de surveiller les taux
d'acide urique chez les personnes atteintes de PR. 30 % des patients traités par méthotrexate
pendant >5 ans développent différentes pathologies pulmonaires. Les patients doivent savoir

comment utiliser le méthotrexate en toute sécurité afin d’éviter 1’auto-médication.
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V. Etude expérimentale

Association du polymorphisme des genes de I'interleukine 37 (rs3811047) et du récepteur

de la vitamine D (rs7975232) avec la Polyarthrite Rhumatoide (étude en progression)

V.1 Résultats:

L’¢tude a été menée pour les deux sexes sur 20 patients et 30 individus recrutés autant que des
cas témoins sains.

V.1.1 Ageetsexe:

L’age moyen des deux populations était de 51.80+13.78 ans (extrémités 22-79 ans), 1’age
moyen du groupe PR était de 51.55+10.01 ans (les extrémes 28-69 ans) avec un sex- ration
Hommes /Femmes (4/16) de 0.25. Chez le groupe des témoins sains, 1’dge moyen était de
51.97+15.96 ans (les extrémes 22-79 ans) et le ratio hommes/femmes (8/22) était de 0.36.

Une prédominance féminine a été enregistrée dans le groupe des patients atteint de la PR
(Tableau 8).

Tableau 9 : Répartition des populations d’étude selon 1’age et le sexe

Témoins sain Malade (n=20) OR (IC95%) Valeur de P
(n=30)

Age, ans 51.97+15.96 51.55+10.01 0.004
<40 ans 9(30%) 3(15%) Référence 1.0
>40 ans 21(70%) 17(85%) 0.412(0.096-1.764) 0.22
Sexe
Femme 22(73.3%) 16(80%) Référence 1.0 0.58
Homme 8(26.7%) 4(20%) 1.455(0.373-5.679)

IC : Intervalle de confiance ; OR : Odd ration ; * Test de Chi square (;{2).

V.1.2 Répartition des populations d’étude selon les fréquences génotypiques et

alleliques :

Apres D’extraction de I’ADN des 50 échantillons sanguins (des sujets présentant une
polyarthrite rhumatoide et des cas témoins sains), nous avons procedé a un génotypage en utilisant
la technique PCR RFLP pour les variants rs3811047 et rs7975232. Le profil de PCR-RFLP est
obtenu par électrophorése sur gel d’agarose a 2%, avec une migration de 30 min a 100 V. Une

coloration par ROTI®GelStain Red permet une observation sous une lampe a UV(Fig.27).
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Figure 27 : Gel des produits de PCR. A : Génotypage du fragment rs3811047 du géne IL37 B :
Génotypage du fragment rs7975232 du géene VDR.

A: l'allele A apparait a (296pb) et I'allele G apparait a (173-123) pb. B:l'allele T apparait a
(347pb) et I'alléle G apparait a (217-130) pb. M : marqueur de taille.

V.1.2.1 La répartition selon le géenotypage de I’IL-37 (rs 3811047) :

La fréquence des génotypes du polymorphisme rs 3811047 dans les groupes de cas et de
témoins était conforme a I'équilibre de Hardy-Weinberg (p= 0.797 pour les patients et P=0.860 pour
les témoins). Cependant, aucune différence significative dans la distribution des génotypes entre les
groupes n'a été observée (Fig.28). Les fréquences des alléles mineurs (A) étaient de 29 et 23 pour le
rs3811047A chez les témoins et les patients, respectivement (p=0,369) (Fig.29). Les modeles
d'association au risque par analyse globale et stratifiée n'ont montré aucune association entre le
variant rs3811047 A/G et la susceptibilité a la maladie (toutes les valeurs p > 0,05)(Tableau 9).
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Tableau 10 : Analyse du risque du polymorphisme d’IL-37 (rs3811047) dans la PR selon des
modeles d'association génétique.

Génotype/Alléle Cas Témoin  Valeur P(3?)*> OR (IC 95%)"
AA 10(50%) 13(43.3%) 0.686(0.755) Reférence 1.0
AG 3(15%) 3(10%) 0.77 (0.12-4.66)
GG 7(35%) 14(46.7%) 1.53 (0.45-5.25)
Equilibre de 0.797 0.860
Hardy-Weinberg
(valeur P)°
AA 10(50%) 13(43.3%) 0.643(0.215) Référence 1.0
AG+GG 10(50%) 17(56.7%) 1.30 (0.21-7.86)
AA+AG 13(65%) 16(53.3%)  0.413(0.670) Référence 1.0
GG 7(35%) 14(46.7%) 0.50(0.07-3.14)
A 23(57.5) 29(48.3%)  0.369(0.808) Reférence 1.0
G 17(42.5%)  31(51.7%) 0.69(0.30-1.55)

IC : Intervalle de confiance ; OR : Odd ration ;*Test de Pearson Chi square (%) ;bRégression logistique
binaire ; € Test du khi-carré pour la qualité d'ajustement

Ocas
CTémoin
G0
P=0.686
[
= 40
@
=
L
”
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AA AG GG
Génotype de IL 37

Figure 28 : Distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme de 1’TL-37
(rs3811047) chez le groupe cas et le groupe témoin.
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Figure 29Distribution des fréquences alléliques du polymorphisme de 1’IL-37 (rs3811047)
chez le groupe cas et le groupe témoin.

V.1.2.2 La répartition selon le génotypage du VDR-Apal (rs7975232)

La fréguence des génotypes du polymorphisme rs 7975232 dans les groupes des cas et des
témoins était conforme a I'équilibre de Hardy-Weinberg (p= 0.709 pour les patients et P=0.761 pour
les témoins) (Tableau 11). En outre, aucune différence significative en terme de distribution
génotypique (Fig.30) et allélique (Fig.31) du polymorphisme rs7975232 T/G entre les groupes

patient et témoin sain n'a été observée.

Tableau 11. Association du polymorphisme du géne VDR (rs7975232) avec la PR

Génotype Cas Témoin Valeur P OR (1C 95%)
o»°
TT 8(40%) 10(33.3%) 0.630(0.231) Référence 1.0
TG 12(60%) 20(66.7%) 1.33(0.412-4.310)
Equilibre de 0.709 0.761
Hardy-
Weinberg
(valeur P)°
T 28(70%) 40(66.7%) 0.726 Référence 1.0
G 12(30%) 20(33.3%) 0.857(0.361-
2.032)

IC : Intervalle de confiance ; OR : Odd ration ;aTest de Pearson Chi square (;(2) ; bTest du khi-carré pour la
qualité d'ajustement
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Figure 30. Distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme de VDR chez le

groupe cas et le groupe témoin.
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Figure 31 Distribution des frequences alléliques du polymorphisme de gene VDR chez le

groupe cas et le groupe témoin.
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V.1.3  Association entre les génotypes de I'lL-37 (rs3811047) et les caractéristiques de
la maladie :
Le variant rs3811047 de I'lL-37 était associé a :
» Une plus grande activité de la maladie mesurée par le score DAS28-VS (P=0.003)
> Une plus grande activité de la maladie mesurée par le score DAS28-CRP (P=0.0001)
» Le nombre d’articulations douloureuses (NAD) (0.010)
» Le Bilan inflammatoire (VS et CRP)
Toutefois, le SNP rs3811047 n'était pas associé a dautres caractéristiques cliniques ou
sérologique (anti-ccp et FR)(p>0.05).

V.1.4  Association entre les génotypes de VDR (Apalrs7975232) et les caractéristiques

de la maladie

La présente étude cas-témoins a démontré l'existence d'associations significative entre les
génotypes d’Apal (rs7975232) de VDR et :
» Le nombre d’articulations douloureuses (NAD) (p=0.011)
» Le nombre d’articulations gonflées (NAG) (p=0.003)
» Le Score d’activité 28- CRP (DAS28-CRP) (p=0.040)
De plus, il n'y avait pas d'association significative entre le polymorphisme du géne VDR (Apal)

et les autres résultats cliniques de la PR (p > 0,05).
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.1 Etude épidémiologique :

Au niveau international, les études épidémiologiques élaborées ont permis de conclure que la
polyarthrite rhumatoide occupe par sa fréquence le premier rang des rhumatismes inflammatoires
chroniques (EI Maghraoui, 2004) avec une prévalence de 0.5 % chez les adultes dans les pays
occidentaux et de 0.13 % en Afrique du Nord (notamment en Algérie) (Alamanos et al., 2006;
Slimani & Ladjouze-Rezig, 2014).

Notre étude visait a décrire le profil clinico-démographique des patients atteints de polyarthrite
rhumatoide et a examiner la corrélation entre les caractéristiques de la PR et le tabagisme sur une
période de 4 ans au niveau du service de médecine interne (CHU AEK- Sidi Bel Abbes).

A Dissue de notre recrutement nous avons obtenu 300 cas de PR avec une prédominance
féminine (sex-ratio de5.796 femmes / hommes) ce qui est en accord avec les résultats d’auteurs
chercheurs (Chabchoub et al., 2009 et Kvien et al., 2006), qui ont également rapporté une
prédominance féminine dans leurs séries d’études.

L'age moyen des patients au moment de l'apparition de la maladie était de 52.71+12.22ans.
Notre étude a démontré que la tranche d’age la plus touchée par la PR était de 55-60 ans. Ceci
s’accorde avec les résultats de plusieurs travaux (Machado-Alba et al., 2015; Slimani et al., 2014).

Une séquence d'atteintes articulaires a été observée dans la série d’Andia et al., (2016),et dans
laquelle ces atteintes commencaient au niveau des mains, suivies respectivement par le poignet , les
épaules, les coudes, les chevilles, les pieds et les genoux . De méme, D'autres séries d'études ont
montré des fréquences superposables pour les mémes dommages articulaires (Ferreyra et al.,
2016).Ces résultats rejoignent celui noté par notre série d’étude.

Le DAS28-VS moyen (4,54+1,21) était trés proche de ceux rapportés dans les séries de Gulfe
et al(2009) et Slimani et al(2014) (4,3+1,4), mais différent des autres rapports (Batko et al., 2019;
Tantayakom et al., 2017). Cette différence est attribuable au retard accusé dans la consultation.

Le test de CRP semble étre un bon indicateur de la phase aigué de la PR (Das et al., 2021; Orr
et al., 2018). La CRP était au-dela de la norme dans 66% des cas de notre série d’étude. Méme
observation dans plusieurs d’autres études (Brunier et al., 2018; Humphreys et al., 2013).

L’anti-CCP et les Facteur rhumatoides (FR) sont considérés comme des marqueurs pour le
diagnostic de la PR (Nishimura et al., 2007). Les facteurs rhumatoides et I’anti-ccp sont
classiqguement retrouvés dans la plus part des cas (de 60 a 80%) (Brunier et al., 2018). Cependant,

nous rapportons que 81% des cas étaient séropositifs.

112 |Page



Chapitre 111: Discussion

Plus que la moitié des patientes étaient ménopausées dans les résultats de plusieurs auteurs
(Ajlani et al., 2007; Lehlou et al., 2016). De méme, la ménopause a été enregistrée dans 45,5% des
cas de notre série d’étude. Cela pourrait étre dd au declin de la fonction ovarienne.

En ce qui concerne les comorbidités, la présence d'une hypertension artérielle chez les patients
atteints de PR est signalée comme étant significativement augmentée en raison du stress oxydatif
(Small et al., 2018). Dautre part, l'insulino-résistance était associée a des niveaux accrus de
médiateurs inflammatoires (interleukine 6 ; TNFa) dans la PR, ce qui explique la relation entre le
diabete de type 2 et la PR (Nicolau et al., 2017). Nos données ont confirmé ces résultats.

Le méthotrexate (MTX) et la luflodamine étaient les traitements les plus utilisés pour la PR
(Chabchoub et al., 2009). Les biothérapies font désormais partie de l'arsenal thérapeutique des
rhumatismes inflammatoires chroniques tels que la polyarthrite rhumatoide (Toussirot, 2012).

Concernant la corrélation entre le tabagisme et le profil sociodémographique et clinique des
patients atteints de PR, le tabagisme était uniquement associé au sexe masculin (P<0.0001). De
méme, les résultats du registre SCQM-RA en Suisse ont montré que les fumeurs étaient plus
souvent des hommes (Ruiz-Esquideet al., 2011).

Aucune différence dans les atteintes articulaires et l'activité de la maladie n’a été enregistrée
entre les fumeurs et les non-fumeurs dans notre série d’étude. Ces résultats sont similaires a ceux de
Finckh et al (2007) et Ruiz-Esquide et al (2011); Mais différents de ceux rapportés par
Gianfrancesco et al (2019) et Lu et al (2014), ce qui pourrait s'expliquer par la différence de type
d'analyse statistique utilisée.

Il a été démontré que le risque accru du développement de la PR et de sécrétion d'’ACPA était
associé au génotype HLA-DRB1 et au tabagisme (Ishikawa & Terao, 2020; Kallberg et al.,
2011). De méme, une association significative entre le tabagisme et 'APCA a été observée
(p=0.001) dans notre étude.

Le tabagisme peut avoir un impact sur le développement des comorbidités associées (Ishikawa
& Terao, 2020). En effet, nous avons constaté un risque significativement plus élevé
d'hypertension artérielle, de thyroidite de Hashimoto et de fibrose pulmonaire dans le groupe des

fumeurs.

Dans notre deuxiéme article, nous nous sommes particulierement intéressés a la relation entre
la présence des anticorps anti-peptide/protéine citrullinés et les caractéristiques cliniques, la gravité
de la maladie, les atteintes articulaire et les données biologiques chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, ainsi que leur importance comme facteur prédictif pour le diagnostic de la

polyarthrite rhumatoide.
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La présence d’anti-CCP était de 79.7% dans les patients PR. L’équipe de Barra et al (2013)
ont montré que les patient séropositifs pour 1’anti-ccp étaient plus jeune (p<0,0001) avec une durée
plus long de la maladie. De méme, Arnab et al (2013) ont rapporté des résultats similaires
concernant la duree de la maladie et les anti-CCP (p=0,003). Orsolini et al (2017) ont également
souligné une corrélation entre la durée de la maladie et 1’anti-CCP (p=0,014). En revanche, les
patients séronégatifs étaient plus agés avec une activité moins importante de la maladie (Slimani et
al., 2014).

Il existe une forte association entre les anti-CCP et les lésion articulaires (Barra et al., 2013;
Orsolini et al., 2017). En effet, Ghozlani et al (2018) ont confirmé l'influence d’anti-CCP sur les
érosions osseuses (p=0.001). Cependant, nous avons constaté que la présence d’anti-ccp était
fortement associé avec les érosions (p<0.0001).

Une corrélation significative entre le risque de la gravité de la PR et la présences des anticorps
anti-CCP a été observée dans plusieurs enquétes (Bodur et al., 2008; Onder et al., 2009;
Vanichapuntu et al., 2010). De méme, nous avons souligné une forte association entre le statut
anti-CCP et le DAS28 (p<0.0001).

Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide en association avec la présence de
I’épitope partage, l'intensité du tabagisme est plus fortement associée (que l'exposition au tabac) a
un risque accru d'anticorps anti-CCP positif (Garcia de Veas Silva et al., 2019). Une forte
corrélation a été enregistrée dans plusieurs études (Gianfrancesco et al., 2019; Ishikawa &
Terao, 2020).

De méme, le traitement le plus fréquemment recu selon nos données était le méthotrexate, avec
une différence significative avec le groupe anti-CCP positifs (p=0.003). Néanmoins, aucune
corrélation a été signalée entre 1’utilisation du MTX et la présence d’anti-CCP (Barra et al., 2013;
Orsolini et al., 2017).

Dans notre 3éme travail notre objectif était de réaliser une étude comparative afin d'évaluer les
caractéristiques cliniques, biologiques ainsi que la comorbidité dans la PR selon le sexe et 1’4ge du
début de la maladie.

Les caractéristiques cliniques des patients atteints de PR varient selon le sexe (Da Silva &
Hall, 1992) ;plusieurs études transversales ont signalé une nette prédominance féminine(Barragan-
Martinez et al., 2012; Ouali et al., 2020), ce qui concorde avec nos résultats et pourrait étre
expliqué par Iimpact des hormones sexuelles sur le systtme immunitaire (Cutolo et al., 2004).
Aucune relation significative n’a été trouvée dans notre étude entre les variables suivante : &ge

moyen, durée de la maladie, DAS28 et le sexe des patients atteints de PR. Notre étude est en
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paralléle avec les résultats de plusieurs enquétes (Aurrecoechea et al., 2017; Barragan-Martinez
et al., 2012; Coffey et al., 2019; Katz et al., 2013).

Les anticorps anti-CCP et FR peuvent étre des prédicteurs de l'activité de la polyarthrite
rhumatoide (Ouali, et al., 2020). Nos résultats s'ajoutent aux resultats de plusieurs auteurs
(Aurrecoechea et al., 2017; Cheng et al., 2018; Coffey et al., 2019; Forslind et al., 2004). En
revanche, Ahlmén et al (2010) et Coffey et al (2019) n'ont souligné aucune corrélation entre les
érosions et le sexe, ce qui cohérent avec les résultats de notre série d’étude.

L'anémie est une comorbidité courante associée a la PR (Wilson etal., 2004), Agrawal et
al(2006) ont illustré une fréquence d’apparition de I’anémie chez femmes atteintes de PR. De
méme, notre cohorte a montré une corrélation significative entre I'anémie et le sexe féminin (P
=0.004).

Notre étude a également démontré que la plupart des hommes atteints de PR étaient des
fumeurs (P < 0,001). Ceci s’accorde avec d’autres études (Manfredsdottir et al., 2006; Ruiz-
Esquide et al., 2011).

Dougados et al (2014) ont confirmé la forte association de certaines comorbidités avec la
polyarthrite rhumatoide. Selon plusieurs données, il existe un impact important du sexe sur
I’apparition des comorbidités au cours de la PR (Favalli et al., 2019).

Les hormones sexuelles ont un impact trés important sur le développement du diabete de type 2
(Ding et al., 2009; Kautzky-Willer et al., 2016). En effet, les études rétrospectives ont rapporté
une corrélation entre le sexe féminin et le diabéte de type 2 chez les patients atteints de PR
(Aurrecoechea et al., 2017; Da Silva & Hall, 1992). De méme, nos resultats confirment cette
association (P = 0,0035).

Les médicaments, les inflammations et le stress oxydatif étaient parmi les facteurs de risque de
la prévalence de I'hnypertension chez les patients atteints de PR (Panoulas et al., 2008). Dans notre
étude, I’hypertension était significativement différente entre les deux sexes (P=0.003). En outre,
Aurrecoechea et al (2017) n'ont pas souligné une corrélation entre le sexe et I'nypertension.

La plupart des études ont trouvé une corrélation entre les femmes atteintes de PR et les
pathologies thyroidiennes avec une incidence de 4.4 % (x1.000.000) aux Etats-Unis (Conigliaro et
al., 2020; Lazurova et al., 2014; Whitacre, 2001).Ce résultat rejoint celui noté par notre étude
(p<0.05).

L'incidence de la PR est relativement importante chez les patients avec un début tardif (Rasch

et al., 2003), en raison du phénoméne d'immunosénescence (Lindstrom & Robinson, 2010).
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Les caractéristiques cliniques et biologiques de la PR varient entre les groupes avec un début
tardif et précoce (Serhal et al., 2020) dont la présence des auto-anticorps (Anti-CCP et FR) et les
comorbidités (Chen et al., 2009; Soubrier et al., 2010; Tan et al., 2017). Nos résultats sont
cohérents avec ceux rapportés dans la littérature.

Les anticorps anti-CCP étaient plus souvent positifs dans le groupe de PR a début précoce
(YORA) avec une fréquence plus élevée de ’alléle T de PTPN22 (Berglin et al., 2010; Kokkonen
et al., 2007). Nos résultats se rapprochent également de ceux de Barra et al(2013); Krams et al
(2016); Ouali, et al (2020) qui ont rapporté une relation significative entre 1’age du début de la PR
et I’anti-ccp mais différents de ceux Garcia de Veas Silva et al (2019) et Gonzalez-Febles et
al(2020).

Selon la littérature, les comorbidités étaient plus fréquentes chez les sujets agés, avec une
prévalence plus élevée. Le groupe de PR a début tardive présentait une prévalence plus élevée de
I’hypertension et 1’ostéoporose (P <0.001) (Innala et al., 2014; Tan et al., 2017; Tutuncu et al.,
2006), ce qui est semblable a notre I'enquéte. En outre, I'dge médian au moment du diagnostic était
de 50 a 58 ans pour la sclérodermie (Gaultier et al., 2008; Kyndt et al., 1999). Dans notre
recherche scientifique, nous avons confirmé la corrélation entre le groupe de PR a début tardive et

I’apparition de la sclérodermie.

La coexistence de la goutte et de la PR est rarement signalée. Ce sont deux types distincts
d'arthrite inflammatoire avec des caractéristiques cliniques, biologiques et radiologiques différentes.
Cependant, il est difficile parfois de distinguer entre les 2 affections et parfois ces 2 affections

peuvent coexister chez le méme patient (Andia et al., 2016; Zhao et al., 2018).

L’association PR et goutte est rare, seulement 24 cas ont été rapportés dans les revues anglaises
au cours des 40 derniéres années (Kuo et al., 2008).

Les méthodes d’imagerie peuvent étre une aide pour le diagnostic de goutte, surtout si les
premicres analyses de liquide articulaire ne découvrent pas de cristaux et/ou si I’'uricémie s’abaisse
de facon trompeuse durant les crises (Haddani, 2020).

De plus, le méthotrexate (MTX) est un immunomodulateur, utilisé pour le traitement de la PR
depuis1951(Gubner et al., 1951) ; une toxicité pulmonaire a été rapportée en 1969 apres un
traitement avec une dose élevée de MTX (Clarysse et al., 1969). L'incidence de la toxicité
pulmonaire liée au MTX a été rapportée comme étant faible (2-8%) (Sostman et al., 1977).
Kremer et al (1997) ont constaté que des patients atteints de polyarthrite rhumatoide ont développé

des lésions pulmonaires apres avoir été traités au méthotrexate (Kremer et al., 1997).
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La femme présentée dans notre rapport de cas a développé une pneumonie aprés 4 ans de
traitement par MTX.

1.2  Etude expérimentale :

Le facteur génétique est la principale raison de la susceptibilité & la PR (environ 60 %). A ce
jour, les recherches sur les genes de susceptibilité a la PR se sont principalement concentrées sur les
genes de l'antigéne leucocytaire humain (HLA), du facteur de nécrose tumorale (TNF) et de la

.....

liée a des SNP de sites spécifiques dans ces genes (Abbasifard et al., 2020; Kurkd et al., 2013).

Plusieurs recherches précédentes dans la physiopathologie de la PR, ont rapporté la présence
d’une forte concentration des CD4+T dans la synovie de l'articulation osseuse des patients atteints
de PR. Aprés activation, les cellules T CD4+ peuvent produire plusieurs cytokines notamment
I’IL1. Cependant, Il est également démontré que I'lL-1 est le principal facteur pro-inflammatoire
dans la pathogenése de la PR. Les membres de la famille de I'lL-1, dont les genes situés sur le bras
long du chromosome 2, sont des candidats raisonnables pour contribuer au risque de PR. L’un
d’entre ces cytokines déterminées ( famille d’IL-1) est I’interleukine 37(1L-37) (Dinarello& van
der Meer, 2013; Taraphdar et al., 2012).

Des études ont démontré que I'lL-37 (IL1 F-7) agit comme un inhibiteur naturel des réponses
immunitaires innées et de l'inflammation exagérée qui, a son tour, entraine la suppression de la
production et de la fonction d'autres cytokines pro-inflammatoires (Conti et al., 2017; Zhu et al.,
2021). Ye et al (2015) ont démontré la capacité d’ll-37 de conquérir de maniere significative la
production d’IL-17 et de cytokines déclenchant I'L-17 (IL-1b et IL-6) et ces effets
immunosuppresseurs se sont avéres indépendants de I'lL-1b.

Sur le plan sérologique, le taux d'IL-37 était significativement réduit chez les patients en
rémission de PR par rapport a ceux souffrant d'une maladie active (Xia et al., 2015). Au meilleur de
notre connaissance, il y a un manque de recherches concernant cet aspect dans la population
algérienne ; nous avons mené cette étude pour la premiere fois afin d’évaluer l'association entre IL-
37 (rs3811047) et la PR et établir le type de relation entre ce polymorphisme et l'activité de la
maladie. Dans ce SNP, les adénines se transforment en guanine, ce qui entraine un changement
d'acide aminé de la thréonine en alanine au niveau du codon 42 (p.Thr42Ala) (Ozgiicliet al., 2019).

Notre étude a monté que le SNP du site rs3811047 dans le géne IL-37 est indépendant de la
susceptibilité a la PR. Ce résultat concorde avec ceux retrouvées par El-Sayed et al (2018) et Pei

et al (2013).En revanche, le SNP de I'lL-37 a montré une susceptibilité accrue a d'autres pathologies
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humaines dont la maladie coronarienne (Yin et al., 2014), ’ulcere gastrique (Davarpanah et al.,
2020),et la positivité de I’antigéne HLA-27 chez les patient avec la Spondylarthrite ankylosante
(Pan et al., 2010). Ce qui pourrait mettre en évidence son implication dans des voies
physiopathologiques communes a ces catégories de maladies.

Cette étude a prouveé qu'il existe une certaine corrélation entre le SNP rs3811047 du gene 1L-37
et ’activité de la PR, c'est-a-dire le score d’activité de la PR (DAS28-VS et DAS28-CRP), et que le
nombre d’articulations douloureuses étaient plus bas & ceux du génotype GG (p<0.005).Ces
données sont cohérentes avec les études précédentes faites dans d’autres pays (El-Sayed et al.,
2018; Pei et al., 2013; Shi et al., 2013). Il est également raisonnable d'interpréter cette association
en disant qu'un alléle différent entraine une expression génétique distincte et des produits
d'expression alternatifs, ces derniers pouvant étre différents les uns des autres en termes de
structure, de fonction, de qualité, de quantité ou d'affinité de liaison a ses récepteurs, et ainsi de
suite, ce qui produit finalement les différentes caractéristiques de I'activité de la maladie de la PR.

Une étude similaire sur la contribution du géne IL-37 a la spondylarthrite ankylosante a été
rapportée par Chen et al (2011) qui ont étudié le SNP rs3811047 chez des patients atteints de SA,
et ont recherché l'association avec les parametres inflammatoire ( CRP et VS). lls ont constaté que
les patients exprimant le génotype GG présentaient des taux de VS et CRP plus élevée. De méme,
nos résultats ont montré que le génotype GG est corrélé avec le taux de CRP et VS. D’autres part,
El-Sayed et al(2018) et Pei et al(2013) n'ont trouvé aucune corrélation entre le génotype GG et le
bilan inflammatoire.

Cependant, aucune association n'a été observée avec d'autres caractéristiques cliniques (Age du
début ; sexe ; raideur matinale),les modalités de traitement ou de laboratoire (Anti-ccp et FR).Ceci
est en accord avec Sayed et al (2018) , Pei et al (2013) et Shi et al (2013), qui ont souligné
I'absence de corrélation statistique de rs3811047 avec 1’dge , le sexe et la présence des auto-
anticorps.

L’allele A de rs3811047 était significativement associé a un profil d'expression plus faible de
I'ARNm de I'lL-37. L'expression différentielle de la cytokine anti-inflammatoire 1L-37 en fonction
de son constituant génomique pourrait entrainer une modification de la sévérité de la maladie (Yin

et al., 2017). Ce qui explique le rapport génotype/séveérité.

La vitamine D joue un role clé dans I'noméostasie du calcium et contribue également a la
régulation du systeme immunitaire. Compte tenu des effets immunosuppresseurs de la vitamine D et

du lien potentiel entre la déficience en vitamine D et les maladies auto-immunes, les
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polymorphismes de la VDR, qui peuvent influer [lactivité de la VDR; plusieurs études ont éteé
menées pour démontrer la causalité potentielle de cette vitamine dans le développement des
maladies auto-immunes, y compris la PR (Maruotti & Cantatore, 2010; Raychaudhuri, 2010).

L’implication du VDR a été démontrée dans la synovie rhumatoide et dans les sites d'érosion
du cartilage chez les patients atteints de PR (Adorini & Penna, 2008). Les génes VDR (Apal, Fokl,
Bsml, Taql) ont suscité un grand intérét dans la pathogenése de la PR.

Dans notre étude, la distribution des génotypes et des alléles d'Apa 1(rs7975232) a été utilisée
pour examiner l'association avec la susceptibilité a la PR dans la population algérienne.

Notre étude n’a monté aucune preuve d'association entre 1’Apal (rs7975232) et susceptibilité de
la PR. Ces résultats se rapprochent de ceux de Di Spigna et al(2016) qui ont rapporté dans leurs
séries que le SNP Apal du gene VDR est indépendant de la susceptibilité a la PR. En revanche, dans
les séries de Mosaad et al (2014) et Saad et al(2015), une corrélation positive a éte observée entre
la susceptibilite a la PR et SNP Apal (rs7975232). Ce résultat contradictoire au regard d’autres
études serait en raison de la petite taille de I'échantillon de la plupart des études incluses notamment
notre étude.

En outre, le génotype Aa du polymorphisme Apal était associé a un score plus élevé d’activité
de la PR (DAS28) dans notre étude. En outre, une étude exploratoire portant sur le role de la
supplémentation en vitamine D dans I'évolution de l'activité de la polyarthrite rhumatoide a
contribuée a I'amélioration significative du score DAS28 CRP chez les patients PR (déficients en
vitamine D) au cours des 3 mois du traitement (Chandrashekara & Patted, 2017).Néanmoins, les
données provenant d'études de conception similaire sont contradictoires(Bacanh et al., 2013;
Mosaad et al., 2014) et n'ont montré aucune différence significative entre le DAS28 et les
génotypes d’Apal.

La présente étude cas-témoins n'a démontré aucune corrélation positive entre le SNP Apal et
les caractéristiques cliniques et biologiques de la PR, et aucune différence de fréquence dalléle ou
de génotype n'a été observée. Similairement a nos résultats, Di Spigna et al (2016); Goertz et al
(2003) n'ont montré aucune différence dans les fréquences des polymorphismes VDR et la
prédisposition a la PR. Seuls les alleles Tagl et Bsml B étaient associés a une perte o0sseuse
accelérée dans la PR (Di Spigna et al., 2016).

Nos resultats ont montre a la fois des similitudes et des différences par rapport aux données
publiées sur d'autres populations, ce qui peut s'expliquer en partie par la différence d'ethnicité et de

fond génétique des Algériens.
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Conclusion

Dans notre projet d’étude, nous avons répertorié certains facteurs qui semblent contribuer au
développement de la polyarthrite rhumatoide. L’implication dans la physiopathologie auto-immune
de chacun des facteurs etudiés que ce soit, hormonal, environnemental, 1i¢ a I’dge ou au statut
immunologique est rapportée dans de nombreux travaux.

En général, la PR affecte surtout les adultes agés avec une prédominance féminine. Les
principaux atteintes articulaires rapportés concernent les mains, suivies des poignets. La plupart des
patients étaient séropositifs pour les anticorps anti-ccp et présentaient une activité modérée. Le
luflodamine et le méthotrexate étaient les traitements les plus couramment utilisés. Moins de
patients ont recu un traitement biologique. Le tabagisme au début de la maladie était associé au sexe
masculin, & la sécrétion d'anti-ccp et a I’apparition des comorbidités telles que I'nypertension et la
thyroidite d’Hashimoto.

Nos résultats concernant 1’étude comparative entre anti-ccp positif /négatif ont révelés que les
patients algériens atteints de PR avec des anticorps anti-CCP positifs présentent une forte activité et
une longue durée de la maladie. Les anticorps anti-CCP ont été considérés comme un facteur
prédictif de la progression de I'érosion radiologique des articulations et comme un facteur
pronostique de la PR afin de prévoir I'évolution de l'activité de la maladie et l'efficacité du
traitement.

En outre, les caractéristiques cliniques, médicales et biologiques des patients atteints de PR ne
different pas selon le sexe. Cependant, le profil de comorbidité était différent entre les femmes et les
hommes. Les taux d’anti-ccp et FR étaient plus élevés chez les patients avec un début précoce de la
PR. Néanmoins, les patients avec un début tardif de la PR présentaient certaines comorbidités, avec
un impact significatif.

La coexistence de la goutte et de la PR chez le méme patient a été rapportée comme étant tres
rare. Elle n'est pas fréquente mais elle existe. 30 % des patients traités au méthotrexate pendant >5
ans développent différentes atteintes pulmonaires ; c'est pourquoi les patients doivent savoir
comment utiliser le méthotrexate en toute sécurité. Et surtout, éviter l'automédication.

L'IL-37, un septieme membre des génes de I'lL-1, est considéré comme un inhibiteur des
réponses immunitaires innées et de l'inflammation exagérée. En outre, le taux d'IL-37 était
significativement plus faible chez les patients en rémission de PR que chez les patients en phase
active de la maladie.

Nos travaux présentés dans ce manuscrit montrent la relation entre le SNP rs 3811047 du géne

d’TL-37 et la seveérité de la PR mais pas le risque de maladie dans la population étudiée.
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Conclusion

Il serait intéressant d’analyser les conséquences fonctionnelles du taux sérique d’IL-37 sur le
plan biologique et cliniques, il s’agit de démontrer 1’implication du polymorphisme d’IL-37 dans
I’influence de 1’expression d’IL-37.Ce qui permettra probablement de mettre en évidence les

biomarqueurs qui pourraient influencer 1’évolution de la maladie.

L’étude moléculaire d’association du polymorphisme VDR Apal avec la maladie de la PR ne
conféerent pas de susceptibilité a la PR. Des recherches supplémentaires sur autres polymorphismes
de VDR et sur une large population permettent d’¢lucider la susceptibilit¢ de la PR et
I’hétérogénéité dans la relation entre la maladie et les polymorphismes de VDR.

Dans 1’avenir, une meilleure caractérisation des interactions entre facteurs génétiques,
hormonaux, immunologiques et environnementaux, influengant les caractéristiques clinique de la
PR, pourrait nous permettre d’identités trés précocement des sous-groupes de patients plus

homogenes, accessibles a une prise en charge thérapeutique mieux individualisée.
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BLOOD DNA EXTRACTION
USER GUIDE (Version 4.1)

Catalog No.
SAMPLE: 5 preps
GF-BD-050: 50 preps
GF-BD-100:100 preps

High Yield and Purity

Fast and Easy purification

Reliable and Reproducible

Eluted DNA ready for use in downstream applications

No toxic or organic-based exiraction required




Introduction

The GF-1 Blood DNA Extraction Kit is designed for rapid and efficient purification of
genomic DNA from up to 400ul whole blood. This kit uses a specially treated glass filter
membrane fixed into a column to efficiently bind DNA in the presence of high salt. This kit
applies the principle of a mini-column spin technology and the use of optimized buffers to
ensure that only DNA is isolated while cellular proteins, metabolites, salt and other low
molecular weight impurities are removed during the subsequent washing steps.

High-purity genomic DNA is then eluted in water or low salt buffers and has an Azsoso ratio
between 1.7 and 1.9 making it ready to use in many routine molecular biology applications
such as restriction enzyme digestion, PCR, Southern blotting, DNA fingerprinting, and other
manipulations.

Kit components

Product 5 Preps 50 Preps 100 Preps
Catalog No SAMPLE GF-BD-050 GF-BD-100
Components

GF-1 columns 5 50 100
Collection tubes 5 50 100
Blood Lysis Buffer (Buffer BB) 1.5ml 12ml 24ml
Wash Buffer 1 (concentrate)* 1.5ml 15ml 30ml
Wash Buffer 2 (concentrate)* 2.4ml 17ml 34ml
Elution Buffer 1.5ml 10ml 20ml
Proteinase K* 0.11ml 1.05ml 2x1.05ml
Handbook 1 1 1

*

Please refer to Reconstitution of Solutions and Storage and Stability before using this kit.

The GF-1 Blood DNA Extraction Kit is available as 50 and 100 purifications per kit.

The reagents and materials provided with the kit are for research purposes only.



Additional Materials to be Supplied by User

Absolute Ethanol (>95%)
RNase A (DNase-free) (20mg/ml)

Reconstitution of Solutions

The bottle labeled Wash Buffer 1 and Wash Buffer 2 contain concentrated buffer which
must be diluted with absolute ethanol (>95%) before use.

For SAMPLE (5 preps),

Add 1.5ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 1.
Add 5.6ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 2.

For GF-BD-050 (50 preps),

Add 15ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 1.
Add 40ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 2.

For GF-BD-100 (100 preps),

Add 30ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 1.
Add 80ml of absolute ethanol into the bottle labeled Wash Buffer 2.
Store Wash Buffer at room temperature with bottle capped tight after use.

Storage and Stability

Store all solutions at 20°C - 30°C.

Proteinase K is stable for up to 1 year after delivery when stored at room temperature or 4°C.
To prolong the lifetime of Proteinase K, storage at -20°C is recommended.

Kit components are guaranteed to be stable for 18 months from the date of manufacture
Buffer BB may exhibit salt precipitation due to cold temperature. If this occurs, simply warm
the bottle at 55°C - 65°C with occasional mixing until precipitate is completely dissolved.

Chemical Hazard

Buffer BB and Wash Buffer 1 contain guanidine salts which can be harmful when in contact
with skin or swallowed. Always wear gloves and practice standard safety precautions. Do
NOT disinfect guanidine or extraction waste in solutions containing bleach or any other form
of acid.

To clean any items contaminated with the reagent, simply soak in detergent and water to
remove all traces of guanidine before cleaning with bleach or acidic solutions.



Procedures
Reminder

o All steps are to be carried out at room temperature unless stated otherwise.

o Wash Buffer 1 and Wash Buffer 2 (concentrate) have to be diluted with absolute
ethanol before use. Please refer to Reconstitution of Solutions.

o If precipitation forms in Buffer BB, incubate at 55°C - 65°C with occasional mixing
until precipitate is completely dissolved.

Pre-set waterbath to 65°C.
Pre-heat Elution Buffer at 65°C.

1. Blood lysis

Add 200p! of Bufer BB into a 200ul blood sample in a microcentrifuge tube. Mix thoroughly
by pulsed-vortexing. Add 20ul of Proteinase K and mix immediately. Incubate at 65°C for
10 min.

Ensure that the Buffer BB is mixed homogeneously with blood sample before addition of Proteinase
K. Blood samples may vary in the number of leukocytes depending on the donor. Processing too many
cells may lead to overloading of the column. Therefore, ensure that there are not more than 5x10°
leukocytes in your sample. Users are not recommended to use more than 400ul sample. If the sample
volume is more than 200ul, adjust the volume of buffers and Proteinase K to be added
proportionately.

Optional: Removal of RNA

If RNA-free DNA is required, add 20ul of RNase A (DNase-Free, 20mg/ml). Mix and
incubate at 37°C for 10 min.

2. Addition of ethanol

Add 200pul of absolute ethanol. Mix immediately and thoroughly to obtain a homogeneous
solution.

Mix immediately to prevent any uneven precipitation of nucleic acids due to high local ethanol
concentrations.



3. Loading to column

Transfer the sample into the column assembled in a clean collection tube (provided).
Centrifuge at 5,000 x g for 1 min. Discard flow through.

4. Column washing 1.

Wash the column with 500ul Wash Buffer 1 and centrifuge at 5,000 x g for 1 min. Discard
flow trough.

Ensure that ethanol has been added into the Wash Buffer 1 before use (Refer to Reconstitution of
Solutions)

5. Column washing 2

Wash the column with 500ul Wash Buffer 2 and centrifuge at 5,000 x g for 1 min. Discard
flow through. Wash column again with 500ul Wash Buffer 2 and centrifuge at maximum
speed for 3 minutes.

Ensure that ethanol has been added into the Wash Buffer 2 before use (refer to Reconstitution of
Solutions).Ensure centrifugation for 3 min to remove ethanol completely.

6. DNA elution

Place the column into a clean microcentrifuge tube. Add 100ul of preheated Elution Buffer,
TE buffer or sterile water directly onto column membrane and stand for 2 min. Centrifuge at
5,000 x g for 1 min to elute DNA. Store DNA at 4°C or 20 °C.

Ensure that the Elution Buffer is dispensed directly onto the center of membrane for complete elution. TE
Buffer can also elute DNA although EDTA may inhibit subsequent enzymatic reactions. If water is used
for eluting DNA, maximum elution efficiency is achieved between pH7.0 and 8.5.Store DNA at -20 °C as
DNA may degrade in the absence of buffering agent.



Troubleshooting

Please note that by not adhering to the recommended protocols, unsatisfactory results related
to yield and quality of DNA may occur. If problems arise, please refer to the following:

Problem

Low DNA yield

Possibility
Blood sample is not stored
properly

Incomplete blood lysis

Addition of ethanol was
neglected

Column clogged

Column not placed at fixed
orientation during
centrifugation

Proteinase K activity is
decreased

Wash Buffer 1 and Wash
Buffer 2 are applied in
wrong order

Suggestions

Store blood sample in small
aliquots to avoid repeated freeze-
thaw cycles.

Ensure Buffer BB and blood
sample are mixed by pulsed-
vortexing before addition of

Proteinase K.

Ensure Proteinase K is mixed
homogeneously with the mixture of
Buffer BB and blood sample.

Repeat purification with new blood
sample.

Please refer to the suggestion for
‘Incomplete blood lysis.

Ensure Wash Buffer 1 is applied
to the column.

Place the column which has a
triangle mark on the edge, at a
fixed position during centrifugation
at all times.

For long term storage, ensure
Proteinase K is stored at 4°C or -
20°C.

Ensure Wash Buffer 1 is applied
before Wash Buffer 2. Repeat
purification with

a new blood sample.



Problem

Low Purity (Azsorso)

DNA degradation /
smearing

Poor performance
of eluted DNA in
downstream applications

Possibility

Wash Buffer 1 and Wash
Buffer 2 are reconstituted
wrongly

Column is not dried before
addition of Elution Buffer

Elution is not performed
properly

Incomplete blood lysis

Proteinase K activity is
decreased

Wash Buffer 1 is not
applied

Incomplete blood lysis

Blood sample is not stored
properly

Eluted DNA contains traces
of ethanol

TE buffer is used to elute
DNA. EDTA in TE buffer
may inhibit subsequent
enzymatic reaction

Suggestions

Please refer to the ‘Reconstitution
of Solution’. Repeat purification
with a new blood sample.

Ensure column is spun dry at
maximum speed for 3 minutes after
addition of

Wash Buffer 2.

Pre-heat Elution Buffer to 65°C-
70°C for eluting DNA.

Incubate column at room
temperature for 2 minutes after
addition of Elution Buffer.

Ensure that the Elution Buffer
used is a low salt buffer or water
with a pH range of 7.0 - 8.5.

Refer to problem "Low DNA yield".
Refer to problem "Low DNA yield"
Ensure that Wash Buffer 1 is
applied to the column before
addition of Wash Buffer 2.

Refer to problem "Low DNA yield"

Refer to problem "Low DNA yield".

Centrifuge the column at maximum
speed for 3 min during second
washing of column with Wash
Buffer 2.

Use Elution Buffer or water with a
pH range of 7.0-8.5.



Blood Lysis Optionzl: Removal of RNA Addition of ethanol
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CESFE0C revd_ 040716 Contact : info@vivaniechnologies.com



Annexe 3




PRODUCT INFORMATION

Ssil (Acil)

#ER1791 200 U

Lot: _ Expiry Date: _
5...ClIC GC...3

3...G G CG..5

Concentration: 10 U/uL
Source: Staphylococcus sciuri RFL1
Supplied with: 1 mL of 10X Buffer O

1 mL of 10X Buffer Tango

Store at -20°C
0] (37 (6 (Res) [LO

BSA included
www.thermoscientific.com/onebio

RECOMMENDATIONS

1X Buffer O (for 100% Ssil digestion)
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0.1
mg/mL BSA.

Incubation temperature
37 °C.

Unit Definition
One unit is defined as the amount of Ssil required to digest
1 ug of lambda DNA in 1 hour at 37°C in 50 L of
recommended reaction buffer.

Dilution
Dilute with Dilution Buffer (#819): 10 mM Tris-HClI,
(pH 7.4 at 25 °C), 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0.2 mg/mL BSA and 50% glycerol.

Double Digests
Thermo Scientific Tango Buffer is provided to simplify
buffer selection for double digests. 98% of Thermo
Scientific restriction enzymes are active in a 1X or 2X
concentration of Tango™ Buffer. Please refer to
www.thermoscientific.com/doubledigest to choose the best
buffer for your experiments.
1X Tango Buffer: 33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37 °C),
10 mM magnesium acetate, 66 mM potassium acetate,
0.1 mg/mL BSA.

revi2 M
53



Storage Buffer
Ssil is supplied in: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25 °C),
100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.2 mg/mL BSA
and 50% glycerol.

Recommended Protocol for Digestion

e Add:
nuclease-free water 16 pL
10X Buffer O 2 uL
DNA (0.5-1 pg/uL) 1 ul
Ssil 0.5-2 uL*

e Mix gently and spin down for a few seconds.
e Incubate at 37° C for 1-16 hours™.

The digestion reaction may be scaled either up or down.

Recommended Protocol for Digestion of PCR Products
Directly after Amplification
o Add:
PCR reaction mixture 10 pL (~0.1-0.5 pg of DNA)
nuclease-free water 18 pL
10X Buffer O 2 UL
Ssil 1-2 uL*
e Mix gently and spin down for a few seconds.
e Incubate at 37°C for 1-16 hours™.

ENZYME PROPERTIES

Enzyme Activity in Thermo Scientific REase Buffers, %
B G 0 R Tango 2X Tango
NR 20-50 100 50-100 NR 100

NR - buffer is not recommended, because of high star activity

Methylation Effects

Dam: never overlaps — no effect.
Dcm: never overlaps — no effect.
CpG: completely overlaps — blocked.
EcoKl: never overlaps — no effect.
EcoBl: never overlaps — no effect.

Stability during Prolonged Incubation
A minimum of 0.5 units of the enzyme is required for
complete digestion of 1 g of lambda DNA in 16 hours
at 37 °C.

Compatible Ends
Bsp119I, Bsu13l, Hin1l (GR/CGCC), Hin6l, Hpall, Mspl,
Narl, Psp1406l, Tagl, Xmil (GT/CGAC).

Number of Recognition Sites in DNA
A ©X174 pBR322 pUC57 puUC18M9 pTZI9RIU M13mp1819

* See Overdigestion Assay.

Thermal Inactivation
Ssil is inactivated by incubation at 65 °C for 20 min.

516 36 67 34 34 32 42

For CERTIFICATE OF ANALYSIS see back page



CERTIFICATE OF ANALYSIS
Overdigestion Assay

No detectable change in the specific fragmentation pattern
is observed after an 80-fold overdigestion with Ssil
(5 U/ug control DNA* x 16 hours).

*The control DNA is pBluescript Il KS (+)DNA with the
inserted Ssil (Acil) recognition site.

Ligation and Recleavage (L/R) Assay

The ligation and recleavage assay was replaced with LO
test after validating experiments showed LO test ability to
trace nuclease and phosphatase activities with sensitivity
that is higher than L/R by a factor of 100.

Labeled Oligonucleotide (LO) Assay
No detectable degradation of single-stranded or double-
stranded labeled oligonucleotides occurred during
incubation with 10 units of Ssil for 4 hours.

Quality authorized by: % Jurgita Zilinskiene



LIMITED USE LABEL LICENSE: Internal Research and Development Use Only.
The purchase of this product conveys to the buyer the limited, non-exclusive, non-
transferable right (without the right to resell, repackage, or further sublicense) to use
this product for internal research and development purposes. No other license is
granted to the buyer whether expressly, by implication, by estoppel or otherwise. In
particular, the purchase of the product does not include or carry any right or license to
use, develop, or otherwise exploit this product commercially and no rights are
conveyed to the buyer to use the product or components of the product for purposes
including but not limited to provision of services to a third party, generation of
commercial databases or clinical diagnostics. This product is sold pursuant to
authorization from Thermo Fisher Scientific and Thermo Fisher Scientific reserves all
other rights. For information on purchasing a license for uses other than internal
research and development purposes, please contact outlicensing@lifetech.com or Out
Licensing, Life Technologies Inc., 5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008.

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in
vitro use only. The product was not tested for use in diagnostics or for drug
development, nor is it suitable for administration to humans or animals.

Please refer to www.thermoscientific.com/onebio for Material Safety Data Sheet of the
product.

© 2015Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. All trademarks are the
property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its subsidiaries.
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PRODUCT INFORMATION
Apal

#ER1415 5000 U

Lot: Expiry Date: _

5..6 G G C ClC..3
3...C4C C G G G..&

Concentration: 10 U/pL

Source: E.coli that carries the cloned gpalR
gene from Acetobacter pasteurianus
Supplied with: 2 x 1 mL of 10X Buffer B

1 mL of 10X Buffer Tango
Store at -20°C

B[ (4 O

In total 4 vials. BSA included

www.thermoscientific.com/onebio

RECOMMENDATIONS

1X Buffer B (for 100% Apal digestion)
10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 0.1 mg/mL
BSA.

Incubation temperature
37°C*,

Unit Definition
One unit is defined as the amount of Apal required to
digest 1 pg of lambda DNA-Cpol fragments in 1 hour at
37°C in 50 pL of recommended reaction buffer.

Dilution
Dilute with Dilution Buffer (#B19): 10 mM Tris-HCl
(pH7.4 at 25°C), 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0.2 mg/mL BSA and 50% glycerol.

Double Digests
Thermo Scientific Tango Buffer is provided to simplify buffer
selection for double digests. 98% of Thermo Scientific
restriction enzymes are active in a 1X or 2X concentration of
Tango™ Buffer. Please refer to
www.thermoscientific.com/doubledigest to choose the
best buffer for your experiments.
1XTango Buffer: 33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C),
10 mM magnesium acetate, 66 mM potassium acetate,
0.1 mg/mL BSA.

* Incubation at 30°C results in a 2-fold increase in activity.
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Storage Buffer
Apal is supplied in: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C),
50 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/mL BSA
and 50% glycerol.

Recommended Protocol for Digestion

e Add:
nuclease-free water 16 pL
10X Buffer B 2 UL
DNA (0.5-1 pg/uL) 1L
Apal 0.5-2 uL

e Mix gently and spin down for a few seconds.
e Incubate at 37°C for 1-16 hours.
The digestion reaction may be scaled either up or down.

Recommended Protocol for Digestion of PCR Products
Directly after Amplification

o Add:
PCR reaction mixture 10 pL (~0.1-0.5 pg of DNA)
nuclease-free water 18 L
10X Buffer B 2 L
Apal 1-2 UL
e Mix gently and spin down for a few seconds.
e Incubate at 37°C for 1-16 hours.

Thermal Inactivation
Apal is inactivated by incubation at 65°C for 20 min.

ENZYME PROPERTIES
Enzyme Activity in Thermo Scientific REase Buffers, %
B G 0 R Tango 2X Tango
100 20-50 0-20 0-20 20-50 0-20

Methylation Effects on Digestion
Dam: never overlaps — no effect.
Dcm: may overlap — cleavage impaired.
CpG: may overlap — cleavage impaired.
EcoKl: never overlaps — no effect.
EcoBI: never overlaps — no effect.

Stability during Prolonged Incubation
A minimum of 0.2 units of the enzyme is required for
complete digestion of 1 pg of lambda DNA in 16 hours
at 37°C.

Digestion of Agarose-embedded DNA
A minimum of 5 units of the enzyme is required for
complete digestion of 1 pg of agarose-embedded lambda
DNA in 16 hours.

Compatible Ends
BseS| (GGGCCI.C), Eco24! (GGGCC.C),
Sdul (GGGCCL.0)

Number of Recognition Sites in DNA
A ©X174 pBR322 pUC57 pUC18/19 pTZ19R/U M13mp18/19

1 0 0 1 0 0 0

For GERTIFICATE OF ANALYSIS see back page



Note

e Apal is inhibited by salt concentrations above 50 mM.

e Apal cleavage is impaired by overlapping dem
methylation. To avoid dcm methylation, use a dam’, dem
strain such as GM2163 (#M0099).

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Overdigestion Assay
No detectable change in the specific fragmentation
pattern is observed after a 160-fold overdigestion with
Apal (10 U/pg lambda DNA x 16 hours).

Ligation and Recleavage (L/R) Assay

The ligation and recleavage assay was replaced with LO
test after validating experiments showed LO test ability to
trace nuclease and phosphatase activities with sensitivity
that is higher than L/R by a factor of 100.

Labeled Oligonucleotide (LO) Assay
No detectable degradation of single-stranded or double-
stranded labeled oligonucleotides occurred during
incubation with 10 units of Apal for 4 hours.

Blue/White (B/W) Cloning Assay
The B/W assay was replaced with LO test after validating
experiments showed LO test ability to detect nuclease
and phosphatase activities with sensitivity that equals to
that of B/W test.

Quality authorized by: g Jurgita Zilinskiene

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and
in vitro use only. The product was not tested for use in diagnostics or for drug
development, nor is it suitable for administration to humans or animals.

Please refer to www.thermoscientific.com/onebio for Material Safety Data Sheet of
the product.

© 2012 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. All trademarks are the
property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its subsidiaries.







