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I. Diagnostic des maladies auto-immunes non systémiques d’organes :
Revue de la littérature

1. Généralités concernant les maladies auto-immunes (MAI) :

Les maladies auto-immunes correspondent a un ensemble de pathologies caractérisées par une
réaction du systéme immunitaire contre des auto-antigénes. Ces maladies sont d’étiologies
complexes, présentant des manifestations cliniques et biologiques hétérogeénes, et dont
I’évolution se fait sur un mode chronique (1).

Sur le plan épidémiologique, on retrouve une nette prédominance féminine pour la grande
majorité des MAI avec une survenue des affections a un 4ge moyen compris entre 20 et 50 ans.
Ces maladies affectent environ 8% de la population mondiale, mais la prévalence de chacune
de ces MAI reste variable, avec par exemple la polyarthrite rhumatoide (PR) touchant presque
1% de la population, tandis que d’autres ont une fréquence d’apparition bien plus rare (2,3). On
note également une répartition géographique trés disparate des cas, suivant fréquemment un
gradient nord-sud, et avec une prédominance des cas dans les pays développés (2,4).

L’auto-immunité est une caractéristique présente chez tous les individus : il s’agit d’une auto-
immunité physiologique, provenant de la génération aléatoire de lymphocytes T et B dont le
récepteur a ’antigéne est potentiellement auto-réactif. Ces lymphocytes posseédent un potentiel
délétere, mais ils restent controlés par différents mécanismes de tolérance. Il existe tout d’abord
des mécanismes de tolérance centrale, survenant lors de 1I’ontogénie des lymphocytes au sein
de la moelle osseuse pour les lymphocytes B et dans le thymus pour les lymphocytes T ; puis
des mécanismes de tolérance périphérique. Cette tolérance est médiée par différents effecteurs
comme des cellules régulatrices (lymphocytes T régulateurs) ou des cytokines anti-
inflammatoire (IL-10, TGF-B), permettant le controle ou 1’élimination des cellules
autoréactives. A la faveur d’une rupture de la tolérance vis-a-vis du soi, les lymphocytes
autoréactifs peuvent persister et devenir pathogénes en induisant une réponse inappropriée
envers les antigénes du soi, conduisant alors & des dommages cellulaires puis tissulaires (5-7).

Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux peuvent favoriser cette rupture de tolérance.
Parmi les facteurs génétiques impliqués dans la survenue des MAI, les polymorphismes
impactant les genes HLA (Human Leukocyte Antigen) sont les plus fréquemment retrouvés.
Les alleles HLA impactés favorisent notamment la présentation antigénique aux lymphocytes
T (8). Plusieurs alléles HLA prédisposant a la survenue de MAI sont ainsi décrites, comme le
HLA-DRB4*0401 dans la PR (9), ou encore les HLA-DQB1*0301, HLA-DRB1*11, HLA-
DRB1*01 et HLA-DQB1*0501 dans la sclérodermie systémique (SSc) (10). D’autres génes de
susceptibilit¢ non-HLA ont également ¢été identifiés. Il est possible de citer en exemple le
polymorphisme impactant le géne PTPN22 impliqué dans la survenue de la PR (9). Ces
susceptibilités génétiques ont été mises en évidence notamment lors d’études de cas, d’études
familiales ou encore d’études sur des jumeaux monozygotes. Ces facteurs génétiques sont
prédisposants, mais ne suffisent pas a induire une MAI (11). Par ailleurs, il existe de tres rares
cas de MAI dues a des mutations uniques héréditaires, comme les mutations de AIRE
(syndrome APECED) ou de foxp3 (IPEX syndrome) conduisant a des syndromes gravissimes
(12,13).

Des facteurs environnementaux participent également au développement d’une MAI. Certains
agents infectieux sont ainsi suspectés de provoquer certaines MAI via plusieurs mécanismes
comme le mimétisme antigénique ou encore suite a une immunogénicité accrue des auto-
antigeénes secondaire a une inflammation d’origine infectieuse (14). Par exemple, les infections



parodontales a Porphyromonas gingivalis favorisent la survenue d’une PR en augmentant la
production de peptides citrullinés reconnus par le syst¢tme immunitaire, et ce en raison de
I’expression d’une enzyme bactérienne, la PADI (peptidylarginine désaminase), générant ces
méme peptides immunogenes (15). D’autres éléments comportementaux sont décrits,
notamment le tabagisme qui est particulierement impliqué dans le développement de la PR (9).
L’exposition aux rayonnements ultra-violets (UV) peuvent aussi favoriser la survenue de MAI,
comme dans le lupus érythémateux systémique (LES) (16). Les facteurs hormonaux semblent
par ailleurs jouer un role, devant la prévalence plus élevée des MAI chez les femmes ainsi que
devant le déclenchement de certaines maladies a des ages charniéres (survenue de la PR aux
alentours de la ménopause) (17). Finalement, le mode de vie occidental reste un facteur de
risque prépondérant de survenue de MAI au vu des données épidémiologiques actuelles.
Certaines études sur les mouvements de populations pointent ¢galement en ce sens (18,19).

L’ensemble des mécanismes développées contribuent au développement d’une auto-immunité
pathologique, initialement sans retentissement clinique. Avec le temps, 1’apparition de signes
cliniques et d’une biologie évocatrice feront évoquer le diagnostic de maladie auto-immune (cf
Figl.)
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Fig 1. Mécanismes participant au développement des maladies auto-immunes systémiques

Le diagnostic d’'une MAI s’envisage au travers d’un faisceau d’arguments principalement
cliniques et biologiques. Les données histologiques peuvent également intervenir, comme dans
les vascularites 8 ANCA ou les maladies bulleuses auto-immunes. Chaque MAI possede ainsi
des critéres diagnostiques proposés par les sociétés savantes (1). Plus particuliérement sur le
plan biologique, les auto-anticorps ont un intérét majeur pour la mise en évidence, la
détermination du pronostic et parfois le suivi d’une MAI Ils peuvent étre directement
pathogenes, a I'instar des anticorps anti-ADN double brin (ADNdb) dans le LES (20), ou
seulement le témoin indirect d’une réaction auto-immune. Le bilan biologique non spécifique
s’attache quant a lui a préciser plusieurs éléments comme 1’état inflammatoire, la présence
éventuelle de cytopénies, ou encore les éventuelles atteintes organiques retrouvables.



Les manifestations cliniques sont trés hétérogeénes et dépendent de la cible antigénique
reconnue par le systtme immunitaire. Elles permettent également de séparer deux grandes
catégories : les MAI spécifiques ou non spécifiques d’organes. Les maladies non spécifiques
d’organes sont associées a des auto-antigénes présents de maniere ubiquitaire au sein de
I’organisme. A titre d’exemple, le LES est une MAI non spécifique d’organes car les cibles
antigéniques identifiées sont principalement des antigénes nucléaires. Les symptomes cliniques
retrouvées sont alors multiples et peuvent toucher I’organisme entier (21). Les maladies
spécifiques d’organes sont caractérisées quant a elles par une réponse auto-immune contre des
auto-antigénes exprimés par un seul type de tissu. Par exemple, dans la maladie de Basedow,
les principaux auto-anticorps retrouvés (TRAK, anticorps anti-récepteur de la TSH ou thyroid-
stimulating hormone) ciblent uniquement les récepteurs a la TSH, provoquant ainsi une
hyperactivation des cellules thyroidiennes (22).

Dans le cadre de ce travail, il sera abordé¢ la question de I’apport de la biologie pour le diagnostic
des maladies non spécifiques d’organes, plus particulicrement le LES, la PR, le syndrome de
Gougerot-Sjogren (SjS), la sclérodermie systémique (SSc), le syndrome des antiphospholipides
(SAPL) et les connectivites mixtes (MCTD et UCTD), au travers d’une revue de la littérature
dans un premier temps, puis par une illustration du réle de la biologie en trois exemples publiés.



2. Le lupus érythémateux systémique (LES)

a. Présentation de la maladie

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une MAI non spécifique d’organe évoluant par
poussées puis rémissions et caractérisé par un panel large de manifestations cliniques en lien
avec des auto-anticorps dirigés principalement contre des constituants cellulaires (23). La
signature biologique du LES correspond a la positivité a un titre significatif des anticorps anti-
ADN(dDb et/ou des anticorps anti-Sm.

Il s’agit d’une maladie rare impactant entre 20 et 150 individus pour 100000 habitants en
France, avec une prédominance féminine (sex ratio de 9 femmes pour un homme).
Classiquement, la maladie survient ainsi classiquement chez la femme jeune, entre 15 et 40 ans
pour la plus grande partie des cas. L’incidence de la maladie est augmentée chez des patients
d’origine afro-caribéennes, asiatiques et hispaniques. Plusieurs facteurs de risques ont pu étre
identifiés, comprenant des facteurs génétiques et épigénétiques (genes de la réponse immune
ou du complement), des facteurs intrinséques (hormones sexuelles, origine ethnique), et des
facteurs environnementaux (exposition aux UV) (21).

Le LES est responsable d’une plus grande morbi-mortalité chez les patients atteints, avec une
plus grande sensibilité aux infections, et des atteintes d’organes, notamment la néphropathie
lupique, responsable d’une plus grande mortalité. Cette mortalité est également due a un sur-
risque cardiovasculaire, la maladie lupique augmentant 1’athérosclérose. La survie des patients
atteints de LES était toutefois estimée a 80% apres 15-20 ans d’évolution dans une revue datant
de 2010 (24).

b. Physiopathologie

Les atteintes observées dans le LES sont causées par I’action conjointe des lymphocytes T auto-
réactifs et des auto-anticorps produits par les lymphocytes B, conduisant au dépdt d’auto-
anticorps, de complément et de complexes immuns dans les tissus.

L’ensemble de ces mécanismes résultent d’un défaut d’élimination des corps apoptotiques, ce
qui induit alors une inflammation et une réponse auto-immune (25). Cela provoque une
exposition prolongée du matériel nucléaire, supposément invisible pour le systéme
immunitaire, car non exprim¢ a la membrane plasmique. Les corps apoptotiques formés au
cours de la mort cellulaire et contenant des antigénes nucléaires (nucléosomes, ADN, SSA,
SSB, Sm, U1-RNP, ribosomes etc) représentent ainsi la source antigénique responsable de
I’immunisation dans le cadre du LES. La cible antigénique principale dans le lupus correspond
a ’ADN double brin. Les auto-anticorps anti-ADNdb possédent une activité pathologique
propre et I’injection de ces auto-anticorps dans une souris sauvage est responsable d’un
phénotype lupique caractérisée par une auto-immunité biologique et le déclenchement d’une
maladie rénale par dépots de complexes immuns (21).

On distingue plusieurs mécanismes a I’origine de la persistance des corps apoptotiques dans le
LES, avec tout d’abord, des anomalies de la cascade du complément. Cette cascade du
complément est en effet impliquée dans I’élimination des corps apoptotiques, particulicrement
grace au Clq. Les déficits homozygotes touchant le Clq, le C2 et le C4 sont des déficits rares
mais qui prédisposent fortement a la survenue d’un lupus (26). Sur un modele murin de souris
KO pour le Clq, on observe ainsi le développement d’une maladie rénale « lupus-like » avec
la formation et la persistance de nombreux corps apoptotiques (27).



Ensuite, une défaillance des macrophages pour la phagocytose des corps apoptotiques est
¢galement mis en cause du fait d’anomalies observées sur les monocytes et/ou les macrophages
isolés a partir des patients lupiques (28,29). De méme, on observe dans les modéles
expérimentaux de souris lupiques une augmentation de monocytes Ly6c™ qui participent a
I’induction d’une inflammation chronique pathologique au détriment d’un sous-type de
macrophages CD138+ MARCO+ qui est chargé d’éliminer, par phagocytose, les corps
apoptotiques et de résoudre une inflammation (30).

Enfin, ’augmentation des corps apoptotiques peut s’expliquer par un exces de production, mais
¢galement suite a un défaut de leur élimination (31).

Au final, la présence accrue des corps apoptotiques est capable de stimuler les cellules
dendritiques par la voie des TLR ainsi que les LB autoréactifs par la voie du récepteur a
I’antigene et des TLR. Ainsi, la voie endosomale des TLR est fortement impliquée avec TLR-
9 capable de reconnaitre ’ADN et TLR-7 ’ARN, et ces deux TLR sont souvent mis en
opposition pour caractériser deux phénotypes distincts de LES. Le TLR-9 apparait ainsi crucial
pour la production d’anticorps anti-ADNdb chez la souris (32), tandis que le TLR-7 a été
associ¢ a la production des anticorps anti-Sm, qui sont dirigés contre une ribonucléoprotéine,
plus rares mais tres spécifiques de la pathologie lupique (33).

Dans les cellules dendritiques, 1’activation de ces voies induit la production d’interféron de type
I (IFN ), qui est une cytokine clé au centre du développement de la pathologie et faisant 1’objet
de nombreuses investigations pour déterminer sa place ainsi que celle des genes induit en aval
par ce dernier dans le diagnostic et le pronostic de la maladie (34,35).

L’hyperactivation des lymphocytes B retrouvée dans le LES est associée a une
hyperlymphocytose B circulante, pour laquelle I’interferon et la cytokine BAFF ont été
incriminées. Cette stimulation participe notamment a la survie et I’entretien a long terme des
LB auto-réactifs de maniere T indépendante au niveau extra-folliculaire. Ces LB sont capables
de produire les auto-anticorps pathogénes induisant une néphropathie lupique tout en résistant
a I’apoptose (36,37). Cette activation s’oppose a I’activation des LB par les LT préalablement
activés par une cellule présentatrice d’antigéne au niveau des centres germinatifs (38).

L’ensemble des ¢léments physiopathologiques sont repris ci-apres (Fig 2).
Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur
Fig 2. Physiopathologie du lupus érythémateux systémique, d’apres Vincent et al. (36)

c. Clinique

Le LES est trés souvent divisé€ en deux types distincts de tableau clinique :
- Une forme bénigne et plus fréquente, caractérisées par des atteintes cutanéo-articulaires
- Une forme plus sévére et plus rare, caractérisées par des atteintes viscérales, notamment
rénales

Parmi les diverses manifestations cliniques générales, on retrouve une asthénie qui est
prépondérante chez les malades, et parfois un amaigrissement et/ou de la fievre.

Les manifestations cutanéo-muqueuses représentent 1’atteinte la plus fréquente avec 90% de
malades concernés. Les manifestations observées peuvent étre spécifiques, comme la survenue
d’un lupus cutané aigu, subaigu, ou encore la présence d’un lupus cutané chronique (lupus
discoide, lupus tumidus etc.), mais on retrouve également des manifestations non spécifiques



comme la photosensibilité, 1’alopécie, le livédo réticularis, ou encore un phénoméne de
Raynaud. Sur le plan histologique, on retrouve majoritairement un aspect de dermatite
d’interface avec une inflammation périvasculaire et des dépdts d’immunoglobulines et de
fractions du complément sur une peau inflammée au niveau de la jonction dermo-épidermique
qui définissent le « band test » (39,40).

On retrouve également des atteintes articulaires chez plus de 80% des patients, sous forme
d’arthrites symétriques, le plus souvent non destructrices, touchant les petites articulations et
les genoux. On peut décrire plus particulierement 1’arthropathie déformante de Jaccoud, due a
une déviation des ligaments, ressemblant aux déformations de la polyarthrite mais sans érosion
et la possibilité d’une réduction de ’atteinte (41).

L’atteinte rénale fait la gravité de la maladie avec 20 & 50% des patients concernés, avec une
prédilection des patients afro-américains et asiatiques. La surveillance de la fonction rénale
reste essentielle, notamment la protéinurie révélant 1’atteinte glomérulaire car il s’agit d’une
des principales causes de morbi-mortalit¢ de la maladie lupique (42). L’atteinte rénale est
fréquemment associée a des manifestations biologiques caractérisant une maladie active
(hypocomplémentémie et élévation des anticorps anti-ADNdDb) (20,43). L’anticorps anti-Clq a
¢galement été impliqué dans la survenue de néphrite lupique et sa négativité présente une valeur
prédictive négative de presque 100% dans les glomérulonéphrites de type 3 et 4 (44).

Les glomérulopathies sont classées en 6 catégories(45,46) :
o Type I: glomérulaire minime

Type 2: glomérulaire mésangiale

Type 3: glomérulonéphrite segmentaire et focale

Type 4: glomérulonéphrite proliférative diffuse

Type 5: glomérulonéphrite extra membraneuse

Type 6: glomérulonéphrite avec sclérose diffuse

Des atteintes complémentaires comme des podocytopathies, des vascularites, des tubulopathies
interstitielles ou des microangiopathies peuvent également étre retrouvés et influencer le
pronostic (47).

Des manifestations neuropsychiatriques variées sont aussi associés au LES. Certaines sont
assez spécifiques, comme des crises d’épilepsie, des psychoses, des mononévrites, des myélites,
des neuropathies périphériques ou craniennes, ou encore un état de confusion aigu (48). Ces
manifestations requiérent tout de méme une exclusion des autres causes potentielles connues.
L’identification sur le liquide cérébro-spinal des bandes oligoclonales d’isotype IgG pourrait
¢galement aider a I’identification d’un neurolupus (49). Toutefois, seulement une minorité de
patient sera concerné par des manifestations neuropsychiatriques franches (48) et prés de 80%
des patients SLE présentent finalement un déficit cognitif dont la manifestation principale,
souvent unique, est la dépression (50).

D’autres atteintes existent, trés variées, et soulignent la grande hétérogénéité des formes de LES
existantes. On retrouve en effet des atteintes viscérales avec des atteintes pleuro-pulmonaires
(pleurésie, hypertension artérielle pulmonaire, fibrose interstitielle), cardiaques et vasculaires
(péricardite, myocardite, endocardite de Libmann-Sachs, vascularite, syndrome des anti-
phospholipides ou SAPL), des manifestations vasculaires (HTA, syndrome de Raynaud,
vascularites, phlébites, thromboses, athérosclérose) et des atteintes hématologiques (51,52).



d. Biologie

Le diagnostic biologique repose sur I’identification des auto-anticorps anti-nucléaires et de leur
spécificité a un titre significatif. Les cibles sont ainsi diverses et correspondent aux composants
du noyau : acides nucléiques, histones, protéines nucléaires solubles, composants de la
membrane cellulaire.

Une premiere étape de dépistage est effectuée par immunofluorescence indirecte (IFI) sur lame
fixée avec des cellules HEp-2 qui sont des cellules épithéliales humaines de carcinome laryngg.
Le sérum du malade est dilué puis appliqué sur ces lames a raison d’une dilution au 1/80°m®
puis de 2 en 2 jusqu’au 1/1280°™¢, On peut ainsi déterminer le titre en auto-anticorps qui
correspond a la derniére dilution du sérum donnant une fluorescence positive sur plus de 10%
des cellules. Ce dépistage est considéré comme positif si le titre est supérieur ou égal au
1/160°m¢  chez I’adulte. Toutefois, ce chiffre s’interpréte en fonction des éléments
caractéristiques du patient. En effet, on retrouve une augmentation physiologique des auto-
anticorps anti-nucléaires avec 1’age, lors d’une grossesse, et il y a certains cas d’induction
d’auto-anticorps de maniére transitoire a la faveur d’épisodes infectieux ou d’une prise
médicamenteuse. Chez I’enfant, il est possible de considérer une positivité au 1/80°me.

Différents aspects de fluorescence sont retrouvés au cours du LES. L’aspect de fluorescence
homogene a renforcement périphérique du noyau évoque la présence d’anticorps anti-ADNdb
ou d’anti-nucléosomes (aspect AC-1 de la classification Anapattern, voir Fig 3) (53,54). On
peut également retrouver des aspects mouchetés fins du noyau correspondant a des anti-SSA,
anti-SSB ou anti-Sm, selon la grosseur du mouchetage (aspects AC-4 ou AC-5 de la
classification anapattern). Les anti-SSA et SSB sont retrouvées dans le LES, mais aussi dans
d’autres MAI, particuliérement le SjS. Ces anticorps seront développés plus en détails dans la
partie dédiée a la biologie du S;jS.

Devant un aspect positif de fluorescence, une identification de la cible est obligatoire et peut
étre orienté en fonction de ’aspect. L’identification des antigenes solubles anti-ENA et des IgG
anti-ADN doit étre mis en place. Des solutions de type ELISA, immunodot ou test par
chimiluminescence sont des possibilités accessibles en laboratoire.
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Fig 3. Aspect de fluorescence homogene (AC-1) sur cellules HEp-2, photographie Anapattern.org

Dans le cas particulier de la détection des anti-ADN natifs, le test historique de référence est le
test radioactif de Farr, mais il n’est quasiment plus appliqué en laboratoire. Il est également
possible de rechercher la fluorescence du kinétoplaste de C. /uciliae apres application du sérum,
car ce dernier est particulicrement enrichi en ADN double brin. Cela en fait un test trés
spécifique (>95% de spécificité), mais peu sensible (environ 40%) (cf Fig 4) (55). Les tests



ELISA permettent de gagner en sensibilité en captant des anticorps de moindre affinité, mais
d’importance moindre dans la pathogénicité. Les anticorps anti-ADNdb natif sont trés
fortement associ¢ au LES et correlent avec I’activité de la maladie (20). On peut également
retrouver les anti-ADNdb dans des formes frontiéres proches comme les hépatites auto-
immunes ou en cas de lupus induits par des médicaments.

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 4. Aspect de fluorescence négatif (4) ou positif (B) de crithidia luciliae, photographie par Gerlach S et al. (56)

Les anticorps anti-nucléosomes, ciblant I’ensemble histones + ADN des corps apoptotiques
sont retrouvés chez preés de 85% des patients LES et participent trés probablement a la
physiopathologie de la maladie (57). Chez la souris, ces anticorps apparaissent de maniere
précoce, et permettent par la suite a 1’¢largissement de la réponse auto-immune par « epitope
spreading », avec le développement des autres auto-anticorps connus dans le LES. Au cours de
I’atteinte rénale, ils facilitent également la liaison des auto-anticorps a la membrane basale
glomérulaire, induisant une perméabilité accrue et un environnement inflammatoire (58,59).
D’apres une méta-analyse réalisée par Bizzaro et al., les anticorps anti-nucléosomes revétiraient
une sensibilité accrue pour une spécificité équivalente aux anti-ADNdb et pourraient étre
utilisés pour le diagnostic des patients SLE en remplacement ou en complément des anticorps
anti-ADNdb, en particulier si ces derniers sont négatifs (60). Une corrélation existe également
entre titre d’anticorps et activité de la maladie, et les anticorps anti-nucléosomes présentent un
intérét pour la détection de poussées chez les patients ayant un lupus inactifs (61,62).

Les anticorps anti-histones, notamment les anti-H2a-H2b ont été proposés pour la détection des
lupus induits par la consommation médicamenteuse, par exemple suite a une prise de
pénicillamines, de méthyl-DOPA ou d’isoniazide, mais ne sont pas pathognomoniques. Les
anti-histones sont en effet retrouvés chez des patients SLE avérés, et des patients ayant d’autres
MALI (63).

Concernant les anticorps anti-antigénes solubles, le seul auto-anticorps spécifique est 1’anti-
Sm, mais il n’est que peu sensible (5-30%), et associé a certaines ethnies (positivité élevée dans
les populations noires et asiatiques, allant jusqu’a 30-40% contre moins de 5% chez les
caucasiens). Son lien avec I’activité de la maladie reste peu clair (64).

Les anticorps anti-ribosomes P sont retrouvés chez presque 20% de la population caucasienne,
mais en proportions plus élevées dans d’autres groupes de populations (65). L’aspect de
fluorescence cytoplasmique permet de suggérer leur présence dés le stade de dépistage sur
cellules HEp-2, avec un mouchetage fin et dense sur I’ensemble du cytoplasme (aspect AC-19
de la classification anapattern, voir Fig 5). Certaines études suggerent un réle pathogénique
potentiel de ces anticorps, en raison de leur liaison possible aux lymphocytes T, aux monocytes
et aux cellules endothéliales. Cette liaison est notamment responsable d’un dysfonctionnement
cellulaire et de dommages tissulaires par induction de 1’apoptose ou de la production de
cytokines pro-inflammatoires (66), qui sont des mécanismes cl¢ de la physiopathologie du SLE.



Fig 5. Aspect de fluorescence moucheté cytoplasmique (AC-19) fréquemment associé a la présence d'anticorps anti-
ribosomes P réalisée sur cellules HEp-2, photographie prise au laboratoire d'immunologie du CHRU de Brest

D’autres auto-anticorps peuvent également étre retrouvés comme les anticorps anti-RNP (utiles
au diagnostic du syndrome de Sharp), et les anticorps anti-PCNA.

Il est également important de rechercher la présence d’anticorps anti-phospholipides chez un
patient lupique, afin d’identifier un SAPL secondaire qui sera a prendre en compte, notamment
en termes de prévention primaire vis-a-vis du risque thrombotique. Cette association entre lupus
et SAPL, bien que fréquente, reste difficile a correctement étiqueter en raison d’une positivité
des anticorps anti-phospholipides chez 20-40% des patients SLE, avec un risque de thromboses
associ¢ non négligeable augmentant avec le temps (67). Ces ¢léments seront abordés plus
précisément dans la partie évoquant le SAPL.

Des anomalies biologiques non spécifiques peuvent également étre associées. Un syndrome
inflammatoire peut étre mis en évidence avec des hypergammaglobulinémies polyclonales, une
protéine C réactive (CRP) ou une vitesse de sédimentation (VS) augmentées (avec parfois une
dissociation entre les deux).

Une anémie est retrouvée dans une part non négligeable des cas, de plusieurs étiologies
possibles : insuffisance rénale chronique, anémie hémolytique auto-immune, anémie ferriprive
(saignements sous anticoagulant chez le patient LES + SAPL). La leucopénie est également
fréquente avec des neutropénies et/ou des lymphopénies. Enfin, il existe des purpura
thrombopéniques immunologiques (PTI) associés, parfois sévéres, nécessitant la réalisation
d’un bilan d’hémostase complet a la recherche d’un SAPL et/ou d’un PTI au diagnostic.

Par ailleurs, une hypocomplémentémie est fréquemment retrouvée chez les patients lupiques,
qui se traduit par une baisse du CH50 et des fractions C3 et C4 dosées en routine. Les
mécanismes mis en jeu sont variés, avec principalement un abaissement du complément par
consommation suite a 1’activation de la voie classique (dépdts d’immuns-complexes dans les
tissus, notamment le rein), et dans certains cas en raison d’un déficit héréditaire partiel ou total
sur I’'une des fractions du complément (plus particulierement le Clq, le Clr, C2, C3 et C4 qui
sont les protéines précoces de la voie classique du complément) (26).

L’hypotheses avancée pour expliquer le lien entre les déficits congénitaux en protéines précoces
de la voie classique du complément et la survenue directement associée d’un LES implique un
défaut d’¢limination par opsonisation des corps apoptotiques par les macrophages, notamment
suite a des déficits en Clq, ce qui augmente 1’exposition des corps apoptotiques auprés du
systétme immunitaire (27,68,69). De manicre acquise, la présence d’anticorps anti-Clq est
d’ailleurs corrélée avec I’activité de la maladie et la survenue d’atteinte rénale (70).
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Différents marqueurs sont également a I’étude, selon leur intérét diagnostique, pronostique ou
théranostique. Principalement, nous pouvons évoquer I’établissement de la signature interféron
(IFN) chez les patients LES, qui est au cceur de la physiopathologie.

Une contribution des voies de I’IFN a la pathogenése du LES a été suggérée pour la premicre
fois par des études dans lesquelles l'induction de I'IFN de type I dans le modele de souris
NZB/NZWF1 provoque une accélération de la maladie (71). Chez les patients lupiques, la mise
en évidence d’une signature IFN dans le sang se révele étre la voie moléculaire la plus
couramment activée, permettant 1’initiation et I’entretien des mécanismes d’auto-immunité
(72,73). La signature IFN type I est la plus fréquemment activée (74), bien que 1'TFN-y puisse
aussi contribuer : cette signature pan-IFN est notamment caractérisée chez des patients ayant
des maladies plus actives, visibles grace a l'expression de certains génes, comme le géne codant
pour la chimiokine CXCL10/IP-10 (75).

La principale source cellulaire de I'IFN de type I dans le LES correspond aux cellules
dendritiques plasmacytoides ou pDC (76,77). La déplétion de ces cellules dans les modéles
murins de lupus entraine un ralentissement de la maladie, et I'administration d'anti-BDCA2, un
inhibiteur spécifique de la fonction des pDC, induit une diminution significative mais partielle
de la signature de I'lIFN de type I dans le sang chez les personnes atteintes de LES (78).

L’¢étude des populations cellulaires tissulaires comme le tissu synovial prélevé chez des
personnes SLE souffrant d’arthrite ou encore I’étude des biopsies rénales chez les patients
atteints de néphrite lupique montre également une forte activation de I’IFN type I. Le « single-
cell RNA-seq » de cellules isolées a partir de biopsies rénales a permis de détecter une signature
d'IFN dans pratiquement toutes les sous-populations leucocytaires et les cellules tissulaires
infiltrantes. Cette signature est particuliérement prépondérante dans les sous-ensembles de
lymphocytes B et de lymphocytes T CD4+, mais reste également présente dans les lymphocytes
NK ou les LT CD8+ retrouvés (79-81).

Les drivers identifiés pour la production d'IFN dans le SLE correspondent a la stimulation des
TLR endosomaux (surtout le TLR7) et des sensors cytosoliques comme STING par les
différents composés auto-immuns décrits dans le SLE (acides nucléiques, complexes immuns,
corps apoptotiques, auto-antigénes nucléaires divers) (82—86)

Le ciblage thérapeutique de 1'IFN-a, de I'IFNAR (récepteur de I’interféron o/f) ou des
composants de signalisation en aval de I'IFNAR est en cours d’évaluation. Ainsi, ’'une de ces
approches implique le blocage de I'FNAR par un anticorps monoclonal spécifique de
I'TFNARI, l'anifrolumab, qui diminue de maniere significative 1'expression des transcrits de
type I induits par 1'IFN, mais les études montrent des résultats discordants selon 1I’objectif
principal choisi (8§7—-89). L'inhibition de la transcription des génes déclenchée par les cytokines
et les IFN médi¢es par la voie Jak-STAT est actuellement a 1’étude via l'utilisation des
inhibiteurs Jak, et I'IFN-y est également ciblé (90).

La sélection des geénes sensibles a I’IFN qui sont utilisés pour définir une signature IFN type |
pour une utilisation dans le SLE, mais également dans les MAI au sens large est en cours
d’affinement sur la base des différents génes identifiés lors des analyses transcriptomiques
(74,91,92). Ces signatures sont constituées sur la base de score modulaire permettant de grader
I’impact de la signature IFN, selon I’intensité des genes surexprimés et 1’association éventuelle
des voies de I'IFN type I et II. L utilisation de la signature IFN pour prédire une efficacité a un
traitement ciblant la voie de I’IFN semble également particuliérement prometteuse. Par ailleurs,
l'identification des transcrits induits par I'l[FN de type I qui fluctuent dans le temps, en amont
ou coincidant avec les poussées d'activité de la maladie, pourrait également apporter une aide
précieuse sur le plan prédictif.
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e. Diagnostic

Le LES est diagnostiqué sur la base d’un ensemble d’arguments clinico-biologiques répondant
a des criteres de classification. Les critéres historiques ont été proposés par I’ American College
of Rheumatology (ACR) en 1982 puis révisés en 1997 (93).

De nouveaux critéres ont été proposés en 2012 par le Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) (cf Tableau 1) (52). Ces critéres SLICC regroupent des critéres
cliniques et immunologiques, et I’affirmation se fait avec au moins 4 critéres dont au moins un
biologique et un clinique. La présence d’une néphrite lupique associée a la présence d’anticorps
anti-nucléaires ou d’anticorps anti-ADNdb permet également d’affirmer le diagnostic.

Critéres cliniques \ Critéres biologiques
1. Lupus cutané aigl 9. Anémie hémolytique
2. Lupus cutané chronique 10. Leucopénie ou lymphopénie
3. Ulcere oral ou nasal 11. Thrombopénie
4. Alopécie non cicatricielle 12. Anticorps anti-ADNdb positifs
5. Synovite 13. Anticorps anti-Sm positifs
6. Atteinte des séreuses (pleurésie ou 14. Anticorps anti-phospholipides positifs

péricardite)
7. Atteinte rénale (protéinurie, 15. Hypocomplémentémie
hématurie, ou histologie compatible
avec une néphrite lupique)
8. Atteinte neurologique (épilepsie, 16. Test de Coombs positif sans anémie
psychose, mononévrite multiple, hémolytique
myélite, neuropathie périphérique
ou cranienne, confusion aigu)

17. Anticorps anti-nucléaires positifs
Tableau 1. Criteres proposés par le SLICC (2012) pour le diagnostic de lupus érythémateux systémique (52)

En 2019, une nouvelle classification est proposée par TEULAR/ACR et utilise les anticorps
anti-nucléaires comme critéres d’entrée (cf Tableau 2). La fievre non infectieuse est le seul
nouveau critere. Tous les critéres ont maintenant une valeur score individuelle allant de 2 & 10
et sont structurés en domaines, dans lesquels seul le critére ayant la valeur la plus élevée est
compté. 10 points sont suffisants pour affirmer le diagnostic (94). Ces nouveaux critéres
atteignent une sensibilité de 96,1% et maintiennent une spécificité de 93,4%, contre 94% de
sensibilité et 92% de spécificité pour les criteres SLICC.
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Domaines cliniques et critéres Score Domaines immunologiques et Score
critéres

Constitutionnel Anticorps anti-phospholipides

Fievre 2 Anticorps anti-cardiolipines ou 2
anticorps anti-B2GPlI ou lupus
anticoagulant

Atteinte hématologique Protéines du complément

Leucopénie 3 Baisse du C3 ou du C4 3

Thrombopénie 4 Baisse du C3 et du C4 4

Anémie hémolytique auto-immune 4 Anticorps spécifiques du SLE

Atteinte du SNC Anticorps anti-ADNdb ou anticorps 6
anti-Sm

Delirium 2

Psychose 3

Epilepsie 5

Atteintes de la peau et des

mugqueuses

Alopécie non cicatricielle 2

Ulcére oral 2

Lupus cutané subaigu OU lupus 4

discoide

Lupus cutané aigu 6

Atteinte des séreuse

Epanchement pleural ou 5

péricardique

Péricardite aigu 6

Atteinte musculosquelettique

Atteinte articulaire 5

Atteinte rénale

Protéinurie > 0,5g/24h 4

Néphrite lupique de classe Il ou V 8

Néphrite lupique de classe lll ou IV 10

Tableau 2. Criteres proposés par I’ ACR/EULAR (2019) pour le diagnostic de lupus érythémateux systéemique (94)

Un schéma résumant les logiques utilisées par les deux classifications est présenté ci-aprés (Fig

6).
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Suspicion de SLE

/\

Critéres SLICC 2012

Histologie compatible
avec une néphrite
lupique + auto-
anticorps anti-
nucléaires ou anti-
dsDNA

ou

Au moins 4 items
parmi les 17 items
proposés dont au
moins un critére
clinique et un critére
biologique

Critéres ACR/EULAR
2019

Anticorps anti-
nucléaires positifs

ET

10 points, obtenus en
tenant compte
uniquement de I'item
rapportant le plus de
points par domaine

Fig 6. Schéma récapitulant les conditions diagnostiques requises par les deux classifications actuellement en vigueur pour le

diagnostic de lupus érythémateux systémique
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3. Syndrome de Gougerot-Sjogren (SjS)

a. Présentation de la maladie

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une MAI systémique responsable principalement
d’atteintes des glandes exocrines. Les glandes salivaires et lacrymales sont les plus impactées,

conduisant a une xérostomie et une xérophtalmie constituant le syndrome sec typique de la
maladie (95).

Le SjS reste une maladie rare touchant 0,1% de la population et affectant principalement les
femmes, avec un sex ratio estimé a 9 femmes pour 1 homme. On retrouve un pic de fréquence
vers 50 ans, apres la ménopause, mais aussi un petit pic secondaire entre 20 et 30 ans (96).

La composante étiologique se scinde en facteurs génétiques/épigénétiques et facteurs
environnementaux. Le terrain génétique est mis en évidence par une agrégation des cas au sein
des familles, avec 35% de patients ayant un parent atteint d’un SjS ou d’une autre maladie auto-
immune, ainsi que grace aux études statistiques de survenue de la maladie chez les jumeaux
monozygotes (97,98). La probabilit¢ de survenue d’un SjS augmente également lors de
pathologies dysimmunitaires familiales ou lorsque le patient posséde déja une affection auto-
immune pré-existante. On parle alors de SjS secondaire, a I’opposé du SjS primaire qui survient
seul. Les études génétiques ont principalement mis en cause des alleles particuliéres au niveau
de la région HLA de classe I comme le HLA-DRB1*03, le HLADQB1*02 ou encore le HLA
DQAT1*05, qui sont associés a la synthése d’anticorps anti-SSA et SSB dans les populations
caucasiennes. D’autres geénes mineurs ont ét¢ mis en cause mais leurs implications restent
controversées (IRF5, STAT4) (99).

Parmi les facteurs environnementaux, les infections virales sont particuliérement étudiées, avec
des réponses spécifiques détectés contre I’EBV et HHV6 plus largement chez les patients SjS
que chez les témoins sains (100,101). L’études d’auto-anticorps anti-SSB chez des patients SjS
et SLE a notamment pu montrer des similarités entre les épitopes reconnus sur la SSB et des
séquences protéiques virales, notamment proche des herpesvirus (102). D’autres facteurs
endogénes comme les hormones sexuelles semblent ¢galement impliqués au vu des données
épidémiologiques : sex ratio trés en faveur des femmes, une survenue a un 4ge moyen de 50
ans. Le tabac semble également favoriser la survenue de la maladie (95).

b. Physiopathologie

L’approche la plus courante pour expliquer la pathogénese du SjS est la théorie de 1’épithélite
auto-immune. On caractérise ainsi une activation et une atteinte des glandes exocrines qui sont
liées au développement d’un infiltrat lymphocytique dans 1’épithélium. Les cellules épithéliales
représentent ici un facteur de régulation central de la maladie via une action en tant que cellules
présentatrices d’antigénes aupres de ces lymphocytes, et via I’expression de molécules
permettant le recrutement, ’activation, la différenciation et la prolifération des cellules
immunitaires. L’expression du HLA-I ou encore du CD40 par les cellules épithéliales leur
permet d’interagir directement avec les LT CD4 et les LB (95). On retrouve en paralléle dans
ces cellules une signature IFN marquée (103). Par ailleurs, ces cellules épithéliales des glandes
salivaires correspondent a une source antigénique permettant la stimulation de la réponse
immune. Elles libérent en effet des exosomes riches en SSA et SSB, qui sont les auto-antigénes
reconnus par les anticorps anti-SSA et anti-SSB, clés pour le diagnostic de la maladie et
retrouvés chez la trés grande majorité des malades (104). De plus, elles sont sujettes a une
apoptose accrue, permettant de libérer des corps apoptotiques exposant ces auto-antigénes aux
cellules immunitaires(95). Enfin, D’activation immune est favorisée par des cellules
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dendritiques retrouvées dans les tissus, permettant de déclencher la réponse immune spécifique
responsables des dégradations tissulaires et des 1ésions fibrotiques.

Au niveau des acteurs du systéme immunitaire, on retrouve au sein des tissus cibles un exces
de lymphocytes T Thl dans les glandes salivaires avec une production de cytokines
inflammatoires comme I’IFN-y, mais aussi des LT Th17 et des cellules NK, qui interagissent
avec les cellules dendritiques, les cellules épithéliales, les LT CDS et les LB (105).

Les LB sont un ¢lément clé de la pathogénese du SjS en raison notamment de leur production
d’auto-anticorps, qui sont des marqueurs importants dans la maladie. Leur activation est
notamment drivée par les IFN de type I et de type II ou encore I’IL-21 (105,106). Ces LB sont
principalement autoréactifs, ce qui est souligné par une répartition anormale des sous-
populations B avec un excés de formes mémoires et des restrictions oligoclonales. Ces LB
infiltrent aussi les glandes salivaires et s’organisent en centres germinatifs extra-folliculaires
(107), d’ou une restriction oligoclonale du spectre d’immunoglobulines et une
hypergammaglobulinémie pouvant étre repérée lors des investigations biologiques. Ces LB sont
soutenus par des signaux de survie et de prolifération, provenant en partie de la cytokine BAFF
(B cell activating factor). Cette molécule est fabriquée par les LT, certains LB, mais aussi par
les cellules épithéliales salivaires qui la synthétisent en exces dans la maladie de Gougerot
(108,109). Ainsi, sur cet aspect de la physiopathologie, on retrouve de fortes similitudes avec
le LES, au travers du role clé des LB extra-folliculaires, leur soutien par des cytokines comme
BAFF et I'IFN de type 1, ou encore la fabrication d’auto-anticorps dirigés contre des cibles
nucléaires.

Les ¢éléments principaux de la physiopathologie du SjS sont repris ci-dessous (Fig 7).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur
Fig 7. Physiopathologie du syndrome de Gougerot-Sjogren, d'apres Nocturne G et al. (105)

L’activation continue des LB extra-folliculaire est responsable du sur-risque de
lymphomagénése le plus élevé retrouvé au décours d’une maladie auto-immune. Selon les
études, on retrouve un risque multiplié par 5 a 15 comparativement aux autres MAI. Le sous-
type le plus fréquemment retrouvé correspond au lymphome des zones marginales, plus
particulicrement un lymphome des tissus associés aux muqueuses ou MALT (110). Le
lymphome touche le plus fréquemment les glandes salivaires, mais peut aussi survenir sur
d’autres sites comme 1’estomac, le poumon ou les yeux. Les MALT peuvent suivre une
évolution indolente, mais parfois se transformer en lymphomes B diffus a grandes cellules, bien
plus agressifs.

c. Clinique

Le SjS est classiquement divisé en deux catégories selon s’il est primaire ou secondaire. Dans
le cadre d’un SjS primitif, on retrouvera une fatigue associée a des douleurs et des sécheresses
lacrymales, salivaires, cutanéomuqueuses et/ou trachéo-bronchiques. Pour un SjS secondaire,
la maladie est associée a d’autres affections auto-immunes comme un LES, une PR etc, et le
syndrome sec vient en arriére-plan (95).

Les signes cliniques principaux correspondent a des atteintes exocrines (111) :
e Atteintes oculaires : sécheresse oculaire avec une impression de « sable dans les yeux »,
voile devant les yeux, absence de larmes
e Atteintes salivaires : sécheresse de la bouche et des levres, génes a la mastication et la
déglutition, brilures buccales, altération du gout
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e Atteinte des voies aériennes : rhinite seche et crouteuse, épistaxis, bronchites séches,
dyspnée asthmatiforme
e Atteinte muqueuse et cutanée : sécheresse vaginale et vulvaire, prurit, dyspareunies

La triade « sécheresse + douleurs + fatigue » est responsable de 1’altération de la qualité de vie
des patients. Il existe é¢galement des atteintes systémiques plus rares, avec des arthralgies et des
arthrites non destructrices, des myalgies, des dépressions, des atteintes neurologiques
périphériques ou centrales, ou encore des atteintes viscérales comme des atteintes rénales,
pulmonaires, des purpuras ou un syndrome de Raynaud (95).

Du fait de la sécheresse, des complications a type de kérato-conjonctivite, de carie, ou encore
d’infections peuvent survenir. Les douleurs chroniques et le syndrome dépressif sont également
invalidants dans la vie quotidienne (95). Les atteintes viscérales peuvent également conduire a
des complications plus graves comme de la fibrose pulmonaire, une pneumopathie lymphoide,
des vascularites ou encore des atteintes du SNP (112,113).

La complication la plus redoutée reste la survenue d’un lymphome non Hodgkinien de type
MALT chez ces patients. Les hypertrophies parotidiennes sont ainsi a surveiller finement car
trés corrélées a la survenue d’un lymphome. Les manifestations systémiques touchant les
organes, les adénopathies, la splénomégalie, un purpura vasculaire ou encore le sexe masculin,
sont également associés avec la survenue d’un lymphome (107,114,115).

d. Biologie

Le diagnostic biologique spécifique repose sur la présence d’anticorps anti-nucléaire de
spécificité anti-SSA 60 kDa (Trove2) et/ou anti-SSB, retrouvés respectivement chez 70% et
40% des patients (95). Toutefois, ce sont des auto-anticorps de spécificité relative dans la
mesure ou ils peuvent étre retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes, principalement le
LES. Lors de la phase de dépistage par IFI sur lame HEp-2, on retrouve une fluorescence
d’aspect moucheté fin diffus dans tout le noyau (aspect AC-4 de la classification anapattern,
voir Fig 8). Il existe parfois un renforcement des nucléoles, mais la chromatine, visible lors des
phases de division, n’est pas marquée le plus souvent.

Fig 8. Aspect de fluorescence nucléaire moucheté finement (AC-4) sur cellules HEp-2, photographie réalisée au laboratoire
d'immunologie du CHRU de Brest

Les antigenes SSA correspondent a deux polypeptides de différents poids moléculaires : la
protéine SSA-52kDa (Trim21, non spécifique du SjS) et la protéine SSA-60 kDa (Trove2,
spécifique du SjS). La détection des auto-anticorps ciblant ces deux auto-antigeénes doit se faire
séparément en raison d’une association de chacun a différents phénotypes cliniques (116,117).
Ainsi, ’antigéne SSA-52kDA est fréquemment ciblée par le systétme immunitaire mais la
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présence d’auto-anticorps contre cet isoforme dans le sérum n’est pas associée a une pathologie
spécifique dans la majorité des cas. Les anti-SSA52kDa peuvent tout de méme étre retrouvés
dans le SjS, mais également dans d’autres MAI comme la SSc, les connectivites ou les myosites
(116). Les anti SSA-52kDa se révelent finalement préoccupants lors des grossesses, en raison
de la possible survenue de blocs auriculo-ventriculaires congénitaux chez le nouveau-né ou le
foetus a partir du 2°™ trimestre d’une femme enceinte porteuse de ces anticorps. Le mécanisme
mis en cause est un mimétisme moléculaire entre la protéine SSA-52kDa et un épitope partagé
sur les canaux calciques de type L exprimés dans les cardiomyocytes du bébé (118). Pour le
diagnostic de SjS, ce sont les anticorps anti-SSA-60kDa qui sont les plus intéressants.

Les anticorps anti-SSB, lorsqu’ils sont retrouvés, sont quasiment toujours exprimés de maniére
conjointe avec les anti-SSA. La double positivité est associ¢e avec une plus grande activité de
la maladie (95), caractérisant des patients avec des manifestations systémiques importantes et
résultant d’une dérégulation épigénétique intra-tissulaire (119). De rares cas de positivité anti-
SSB isolés ne sont pas associés a un SjS (120).

L’association de la clinique et de la biologie permet de distinguer 2 types de patients
(114,121,122) :

e Des patients avec un syndrome sec, une biopsie positive et des auto-anticorps négatifs :
ces patients sont généralement plus agés, avec plus d’arthralgies, de signes douloureux,
de la fatigue, mais moins de parotidomégalie ou de marqueurs B. En terme d’évolutivité,
le risque de lymphome reste trés limité.

e Des patients présentant des manifestations systémiques et une positivité des auto-
anticorps : les patients sont alors plus jeunes, avec moins de syndrome sec et plus de
signes systémiques comme la parotidomégalie, les vascularites, les leucopénies, le
syndrome de Raynaud et des marqueurs B importants. Le risque de lymphome est donc
plus élevé.

Autrement, des cryoglobulines de type II ou III sont retrouvés chez presque 10% des patients.
Ces dernieres sont associées a un mauvais pronostic évolutif du SjS et leur recherche est donc
indispensable au diagnostic et lors du suivi (123,124). De méme, une hypocomplémentémie,
des cytopénies auto-immunes, une hypergammaglobulinémie, ou encore des centres
germinatifs extra-folliculaires ou ectopiques retrouvés a I’histologie des glandes salivaires
peuvent étre retrouvés et sont associ€s a un plus grand risque de survenue de lymphome (114).

Le diagnostic biologique du SjS reste complexe en 1’absence d’un test véritablement spécifique.
L’¢étude des sous-populations lymphocytaires B chez les patients SjS peut s’avérer utile en
complément des tests classiques. En effet, des travaux menés au laboratoire ont montré une
hausse d’expression des populations B matures Bm2 et Bm2’ (IgD+CD38+ et IgD+CD38++
respectivement) aux dépens des populations ayant commuté de classe eBmS5/Bm5 (IgD-CD38+
et [gD-CD38- respectivement), distinguant un profil atypique comparativement a des patients
controles, mais également vis-a-vis d’autres patients MAI comme des patients LES ou PR. Un
ratio entre la somme de ces populations > 5 présente une sensibilité élevée, mais une spécificité
médiocre, permettant toutefois de rattraper certains patients sans auto-anticorps ou avec un
focus score <1 (125). Des anomalies complémentaires sur les LT et NK sont aussi identifiables,
avec une baisse fréquente des LT CD4+ helper différenciés, 1’apparition d’une sous-population
double négative T produisant de I’IL-17, ou encore une augmentation du nombre de NK ou du
récepteur activateur NKp30 (126).

Enfin, et de maniére similaire au SLE, la signature IFN type 1 est d’importance prépondérante
dans la survenue du SjS. L’activation de la voie IFN tient en bonne partie au recrutement
important de cellules dendritiques plasmacytoides dans les organes cibles du SjS (127). La
stimulation de la voie IFN dans la maladie passe par la stimulation des TLR par des corps

18



apoptotiques et/ou des immuns complexes a I’instar du SLE (84,128). Au sein des tissus cibles,
une sensibilité accrue a 'IFN-a de la part des cellules épithéliales des glandes salivaires a
¢galement été mise en évidence, permettant la production intensive de la cytokine BAFF ayant
un réle clé pour I’activation et la survie des LB extra-folliculaires (109,129). Une signature IFN
type I/II sur le plan génique et épigénétique a été confirmé dans plusieurs sous-types cellulaires
d’intérét, avec une association notamment a la production élevée d’auto-anticorps (130-133).
Devant la similarité des profils et des mécanismes mis en jeu pour 1’activation de la voie IFN
type I/II dans le SjS et le SLE, les approches thérapeutiques mises en place dans le SLE
pourraient éventuellement étre transposées au SjS, en plus de I’utilisation éventuelle de la
signature IFN pour mieux classifier les patients SjS a risque évolutif.

e. Diagnostic

Les critéres internationaux de 2002 pour I’établissement du diagnostic de SjS regroupent 6
critéres selon les symptomes, les données histopathologiques et la présence d’auto-anticorps
(134) :
e Symptomes oculaires : au moins un des 3 critéres ci-dessous
o Avez-vous les yeux secs de fagcon quotidienne génante et persistante depuis plus
de 3 mois ?
o La sensation récidivante d’avoir du sable ou du gravier dans les yeux ?
o Utilisez-vous des larmes artificielles plus de 3 fois par jour ?
e Symptomes buccaux : au moins un des 3 criteéres ci-dessous
o Avez-vous eu quotidiennement une sensation de bouche séche depuis plus de 3
mois ?
o Avez-vous eu a I’age adulte un gonflement des glandes salivaires persistant ou
récidivant ?
o Utilisez-vous souvent des liquides pour vous aider a avaler les aliments solides
?
e Signes objectifs d’atteinte oculaire : au moins un des 2 tests positifs
o Test de Shirmer
o Score de Van Bijsterveld > 4
e Signes objectifs d’atteinte salivaire : au moins un des 3 tests positifs
o Scintigraphie salivaire
o Sialographie
o Débit salivaire sans stimulation < 1,5 mL en 15min
e Données histopathologiques : score focal a la biopsie des glandes salivaires accessoires.
o Le score focal est défini par le nombre de foyers sur 4mm?* de tissu glandulaire,
sachant qu’un foyer est défini par 1’agglomération d’au moins 50 cellules
mononucléées : Focus score > 1
e Auto-anticorps : présence d’Ac sériques anti-SSA (Ro) ou SSB (La)

Le diagnostic d’un SjS primaire peut étre affirmé devant la présence de 4 critéres, dont au moins
I’item 5 (histologie) ou I’item 6 (biologie), ou bien devant la présence de 3 critéres parmi les
items 3, 4, 5 et 6. Le SjS secondaire peut étre affirmé devant la positivité de I’item 1 ou 2
associée a 2 items parmi les items 3, 4 ou 5.

Il existe également des critéres d’exclusions pour porter le diagnostic qui correspondent
principalement aux autres causes de syndrome sec comme un lymphome pré-existant, une
radiothérapie cervico-faciale, une sarcoidose, une GVH (graft versus host reaction), une
hépatite C, un stade SIDA ou encore ’utilisation de médicaments anticholinergiques.
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La derniére classification diagnostique du SjS correspond a la classification ACR/EULAR de
2016 (cf Tableau 3) (135). L’utilisation de ces critéres ne peut s’effectuer que pour des patients
répondant aux critéres d’inclusion, définis comme la présence d’au moins un symptome
oculaire ou buccal (sur la base des items 1 et 2 de la classification de 2002). Un score équivalent
a 4 ou plus permet de poser le diagnostic de SjS. Les criteres d’exclusion sont les mémes que
ceux pré-définis par la classification de 2002, avec 1’ajout de la maladie reliée aux I1gG4.

Critéres de classification 2016 ACR/EULAR Score
Sialadénite lymphocytaire avec focus score 2 1 sur la biopsie de glandes salivaires 3
accessoires et focus score > 1 foci/4mm?
Anticorps anti-SSA positifs
Ocular Staining Score > 5 (ou score de van Bijsterveld > 4) pour au moins un oeil
Test de Schirmer <5 mm/ 5 min pour au moins un oeil

Flux salivaire sans stimulation £ 0,1 mL/ min
Tableau 3. Criteres de '’ACR/EULAR (2016) pour le diagnostic de syndrome de Gougerot-Sjégren (135)

L)

D’autres scores sont également utiles pour évaluer I’impact de la maladie et participer au
diagnostic comme le score de sécheresse de Van Bijsterveld ou le score OSS (ocular staining
score). L’évaluation objective de la sécheresse s’évalue par le flux salivaire et le test de
Schirmer :

e Flux salivaire : Se fait le matin (entre 8h et 10h), a jeun, sans fumer une heure avant. Le
patient est installé confortablement 5 min avant, puis il doit cracher toutes les minutes
pendant 5 min dans un tube de centrifugation. Les échantillons sont pesés a 1’aide d’une
balance analytique. L’élément d’analyse s’exprime en mL/min (1g = 1mL) (136)

e Test de Shirmer : Mesure de la lacrymation en placant un papier filtre dans les culs-de-
sac conjonctivaux durant Smin. La longueur imprégnée de papier doit €tre > Smm ; le
test est positif pour une longueur < Smm (137)

Il existe d’autres tests ophtalmiques, basés sur des colorants comme le vert de lissamine ou le
rose bengale permettant d’appliquer le score de Van Bijtersfeld (137). L’asthénie et la douleur
peuvent s’évaluer via des échelles subjectives EVA.

La biopsie des glandes salivaires accessoires permet de réaliser une étude histologique et est
effectuée sous anesthésie locale, par I’incision au niveau de la face interne de la Iévre inférieure.
On peut alors prélever quelques glandes salivaires accessoires qui sont trés nombreuses a ce
niveau. La récupération des glandes salivaires au niveau des parotides est une possibilité en
seconde intention. La cicatrisation est rapide avec une compression (138). Plusieurs ¢léments
peuvent altérer les résultats fournis par 1’analyse histologique de la biopsie : le focus score est
diminué chez les fumeurs, ce qui peut donner des faux négatifs, I’age est également responsable
d’une fibrose des glandes salivaires non liée au SjS et il existe également des inflammations
non spécifiques (139).

L’altération des glandes salivaires peut aussi étre mise en évidence par imagerie, notamment
grace au développement des techniques échographiques des glandes salivaires chez les patients
SjS, et permettant également un suivi au long cours. L’utilisation de 1’échographie pour le
diagnostic de SjS présente des valeurs de sensibilité et de spécificité élevés, malgré une
hétérogénéité des pratiques, ce qui nécessite pour la suite une standardisation au niveau
international (140).
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4. Polyarthrite rhumatoide (PR)

a. Présentation de la maladie

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune caractérisée par une polyarthrite
périphérique touchant principalement les petites articulations symétrique, chronique et
destructrice. La PR appartient au groupe des rhumatismes inflammatoires primitifs (2).

La PR reste une des maladies auto-immunes les plus fréquentes dans le monde, touchant
environ 300 individus pour 100000 habitants en France, et avec une prévalence estimée entre
0,5 et 1% dans le monde. La maladie survient le plus souvent chez les femmes aux alentours de
50 ans. La maladie a longtemps été associ¢ a des dommages irréversibles des articulations
associés a des infirmités, mais le diagnostic précoce et les progres thérapeutiques permettent de
nos jours de proposer un objectif de rémission pour une majorité de patients (2,141).

La PR possede des origines multifactorielles associant des prédispositions génétiques et des
facteurs de risques liés a I’environnement. Plusieurs loci du HLA ont été associés avec la
survenue de la PR notamment les alléles qui reconnaissent un épitope partagé dont HLA-
DRBA*0101 et HLA-DRB1*0401. D’autres génes mineurs ont également pu étre identifiés
comme le PTPN22, CD28 ou CD40. Certains polymorphismes touchant les loci de 1’enzyme
PADI ont pu étre retrouvés en Asie (9). Les risques liés a 1’environnement sont multiples :
tabac, café, parodonthie avec Porphyromonas gingivalis, sexe et hormones (9). Pour certains
de ces risques, notamment le tabac et I’infection a Porphyromonas gingivalis, ils sont
particulierement étudiés et font le lien avec la physiopathologie de la maladie.

b. Physiopathologie

La PR découle d’une immunisation contre une cible antigénique liée a une activation de
I’immunité spécifique avec comme acteurs principaux des LT CD4+, les LT CD8+ et les
lymphocytes B producteurs d’auto-anticorps pathogenes, ce qui est responsable d’une synovite
inflammatoire chronique et destructrice.

La recherche de cette cible antigénique débute en premier lieu avec 1’identification d’une
réaction antigeéne-anticorps par immunofluorescence indirecte sur des coupes d’cesophage de
rat chez 60% des sérums de patients atteints de PR, contre moins de 1% de la population
générale. Ces auto-anticorps sont initialement baptisés anti-kératine de par la localisation en
immunofluorescence, mais la cible a été identifi¢ et correspond finalement a la filagrine (142).
L’aspect en fluorescence est visible ci-apres (Fig 9).
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Fig 9. Aspect de fluorescence négatif (A), négatif malgreé la présence d'anticorps anti-noyaux (B), et positif (C) d'anticorps
anti-kératine sur coupe d’esophages de rat, photographies réalisées au laboratoire d'immunologie du CHRU de Brest

L’étude des acides aminés de la filagrine révéle finalement une richesse importante en arginine,
qui présente la particularité d’étre transformable en citrulline grace a une enzyme : la PADI
(peptidylarginine désaminase, cf Fig 10) (9,143).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 10. Réaction de citrullination (144)

La citrulline est un acide aminé normalement non présent chez I’homme. Cet acide aminé peut
ainsi étre plus facilement reconnu par le systéme immunitaire, qui développe alors une réponse
anti-peptides citrullinés, et dont les anticorps anti-CCP, trés spécifiques de la maladie, sont le
reflet. Il a été montré que cette immunisation spécifique survient particuliérement avec la
présence du locus HLA-DRB1*0401, comme montré par Hill et al (145). Dans cette étude, les
auteurs ont étudié I’interaction des peptides dérivés de la vimentine contenant de 1’arginine ou
de la citrulline et la réponse des LT CD4+ a ces peptides chez des souris transgéniques pour le
HLA-DRB1#*0401. La citrullination de la vimentine permet notamment d’augmenter
considérablement I’insertion du peptide au niveau de la chaine DRF*0401 du TCR, induisant
une réponse T CD4+ contre ces peptides (145).

La citrullination peut étre catalysée in vivo par ’enzyme PADI, fabriquée notamment dans la
cavité buccale par la bactérie Porphyromonas gingivalis, responsable de parodonpathies parfois
retrouvées dans les antécédents des patients atteints. L’étude de plusieurs bactéries de la sphére
orale montre que seule P. gingivalis peut étre responsable d’une citrullination abondante des
protéines endogenes, produisant alors des cibles antigéniques citrullinées stimulant le systéme
immunitaire. Par opposition, la délétion de I’enzyme bactérienne PADI dans les bactéries P.
gingivalis abroge totalement la citrullination des protéines (15).
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L’induction d’une polyarthrite chez la souris par I’injection de collagene est également
responsable de 1’apparition d’anticorps anti-peptides citrullinés dans la synoviale (146),
démontrant le rdle crucial de la citrulline en tant qu’auto-antigene.

Les anticorps anti-CCP représentent actuellement un des tests les plus efficaces pour le
diagnostic d’une PR, avec notamment une excellente spécificité d’au moins 95%, pour une
sensibilité intéressante de 60-70%, contrebalancant I’efficacité du dosage du facteur rhumatoide
présentant une sensibilité similaire ou légérement supérieure mais une spécificité médiocre de
seulement 80% (147).

Une fois I’auto-antigéne reconnu, une perte de tolérance s’établit avec une activation des
cellules dendritiques puis des LT et des LB. Le lymphocyte B joue en particulier un role
essentiel de par sa capacité a sécréter du facteur rhumatoide de haute affinité, participant a la
destruction des articulations. Ces cellules B sécrétrices de FR sont retrouvées en concentration
trés élevée au niveau des membranes synoviales, a la suite d’une activation par un lymphocyte
T CD4 helper. Les réactions de destructions se déroulent également dans un environnement
favorable trés inflammatoire, avec la présence de cytokines et de protéines comme I’IL-6, I’'IL-
1, lIa CRP ou encore le TNF-a (9).

Parmi les facteurs de risque connus, le tabac est également identifié comme un grand facteur de
risque de développer la maladie. Il est notamment responsable d’une accélération de la
modification post-transcriptionnelle des protéines ainsi que de [’activation prolongée du
systtme immunitaire, ce qui s’ajoute de manicre logique aux mécanismes mis en jeu et
précédemment décrits (148).

L’ensemble des ¢léments physiopathologiques pour le développement d’une PR sont repris
dans la figure 11 ci-apres.

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 11. Physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide, d'apres Mclnnes IB et al. (9)

c. Clinique

L’inflammation provoquée par I’ensemble de ces acteurs immunitaires se déroule
principalement dans la membrane synoviale des articulations. On retrouve alors un
¢paississement de la membrane synoviale pour constituer le pannus synovial avec une
hyperplasie et une hypertrophie cellulaire locale. Ces éveénements sont associés a une
production anormale de liquide synoviale avec des gonflements et des douleurs articulaires.
L’inflammation chronique sous-jacente endommage également 1’intégralit¢ des éléments
constitutifs de I’articulation comme le cartilage, I’0s, ou les ligaments, ce jusqu’a la destruction.
L’atteinte la plus caractéristique reste I’arthrite de la main, souvent inaugurale. En I’absence de
traitement, on pourra retrouver certaines déformations particuliéres comme les déformations en
« col de cygne », etc. Ces arthrites sont douloureuses, non soulagées au repos, et d’horaires
inflammatoires. On retrouve ainsi un dérouillage matinal prolongé, souvent d’une heure ou

plus, parfois associé a des signes généraux comme une fatigue, une perte de poids ou une fievre
(149,150).

Des manifestations extra-articulaires peuvent également étre retrouvées dans une partie des cas,
avec des atteintes cutanées (nodules rhumatoides), oculaires (kérato-conjonctivites etc.), orales
(syndrome sec), respiratoire (fibrose pulmonaire, épanchement pleural etc.), cardiaque
(inflammation péricardite, nodule valvulaire, myocardite), neurologique (mononévrites),
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hépatique (augmentation des transaminases), hématologiques (cytopénies, syndrome de Felty),
ou encore des vascularites (150).

d. Biologie

Le bilan biologique non spécifique comprend la réalisation d’un hémogramme, souvent normal
mais pouvant mettre en évidence une anémie inflammatoire ou des cytopénies, et
I’identification d’un syndrome inflammatoire (VS, CRP), utile pour le diagnostic et le suivi de
la maladie.

Le bilan immunologique initial peut comprendre le dépistage large des auto-anticorps,
notamment dans le cas d’un diagnostic précoce ou les arthralgies ne sont pas encore
caractéristiques de la PR. Des anticorps anti-nucléaires seront alors présents dans presque 50%
des cas, mais sans intérét précis dans la PR. Ils permettent principalement le diagnostic
différentiel. Les arthralgies sont en effet retrouvées dans de nombreuses autres MAI : SjS, LES
etc. Les anticorps d’intérét pour le diagnostic sont le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps
anti-CCP. La présence des deux a titre élevé caractérise d’ailleurs des maladies plus actives.

Le FR correspond a une immunoglobuline d’isotype IgM de faible affinité et dirigée contre des
IgG. On le retrouve a taux faible a I’état physiologique, et il participe a 1’élimination des
complexes immuns. Dans le cadre de la PR, le FR est fréquemment retrouvé a des taux
significativement plus élevé et avec une affinité plus importante. Toutefois, le FR n’est pas trés
spécifique de la PR et les taux peuvent étre augmentés au cours d’autres MAI non spécifiques
d’organes, ou bien avec 1’age (147). Un tiers des patients restent également séronégatifs pour
le FR et les anti-CCP, laissant le diagnostic a la clinique et I’imagerie (149). Historiquement,
le dosage des FR utilisait des particules de latex ou des GR de moutons (réaction de Waaler-
Rose). Ces techniques ont été remplacées par des techniques présentant une meilleure
sensibilité/spécificité : néphélémétrie/turbidimétrie sur billes de latex, dosage immuno-
enzymatique (ELISA, chimiluminscence), ou encore technique multiplexée (Luminex). Il est
recommandé de rechercher le FR dans le sérum du patient contre des IgG animales (meilleure
spécificité) et contre des IgG humaines (meilleure sensibilité). Ces tests permettent une
quantification précise, utiles dans la mesure ou les valeurs positives faibles ou fortes (3x le seuil
de positivit¢é dans ce dernier cas) permettant de distinguer plusieurs cas de figure pour
I’établissement du diagnostic (151). Des taux ¢levés associés de FR d’isotype IgA et IgG ont
¢galement été reporté dans la RA (152).

Les tests permettant la détection des anticorps anti-CCP ont connu plusieurs phases de
développement, avec une premicre génération reconnaissant des anticorps anti-filagrine (153).
La deuxiéme et la troisiéme génération de test est en revanche basée sur des peptides cycliques
citrullinés modélisés spécifiquement pour détecter les anticorps anti-CCP (154). Les tests de
3%me génération mettent en jeu une large sélection de peptides citrullinés, permettant une
détection plus large de patients atteints de PR comparativement aux tests de 2™ génération
(155). Ils permettent notamment d’obtenir une spécificité élevée > 95%, d’autant plus lorsque
le taux dosé est ¢levé. La sensibilité reste correcte, avec entre 60 et 70% des patients PR
retrouvés positifs (147). La présence de ces anticorps a un titre fort est corrélé a une maladie
plus active, avec un risque plus €élevé d’érosion articulaire.

D’autres auto-anticorps ont été proposés pour le diagnostic de la PR, sur la base de
I’identification d’autres cibles antigéniques provenant de modifications post-traductionnelles
comme les protéines citrullinées (156).

Sur cet état de fait, les anticorps anti-protéines carbamylées (anti-CarPA) ont été identifiés. Ces
auto-anticorps ciblent des protéines ayant subi une carbamylation. La carbamylation correspond
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a une modification post-translationnelle par fixation non enzymatique d’acide cyanique sur les
groupes NH2 libres des protéines, transformant les résidus lysine en homocitrulline, et générant
alors des néo-épitopes (cf Fig 12). La carbamylation requiert de ’acide cyanique et intervient
de manic¢re minimale chez les sujets sains. Les concentrations d’urée et de cyanate, sources
d’acides cyaniques, sont normalement insuffisantes pour provoquer une modification
significative des protéines. L’augmentation des taux d’urée au cours de I’insuffisance rénale
pourrait éventuellement favoriser la carbamylation des protéines, mais c’est surtout au cours de
I’inflammation, notamment chronique, que la myéloperoxydase (MPO) des polynucléaires
neutrophiles favorise la formation d’acide cyanique a partir de I’acide thiocyanique sous
’action du peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, I’augmentation d’activité de la MPO au cours de toute
réaction inflammatoire favorise la carbamylation post-translationnelle des protéines.
L’existence préalable d’un fond inflammatoire chez les patients pourraient favoriser ainsi le
développement de ces anticorps anti-CarPA (156).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur
Fig 12. Réaction de carbamylation (156)

Etudié sur un modele murin, I’immunisation par des peptides préalablement carbamylés est
responsable de I’induction d’une réponse immune, avec une prolifération des LT CD4+
associée a une signature IFN et IL17. Sur le plan clinique, les souris développent une arthrite
érosive et produisent des anticorps anti-CarPA a taux élevés. La récupération des LT et LB des
animaux immunisés pour transfert a des animaux sains permet le transfert de 1’arthrite. En
revanche, I’injection des anti-CarPA seuls a d’autres souris naives n’induit pas d’arthrite (157).

Chez I’homme, 1’étude de ces auto-anticorps chez les patients révele une positivité plusieurs
années en amont des premicres manifestations cliniques, parfois avant méme 1’apparition des
anti-CCP. De maniére intéressante, ils sont retrouvés chez prés de 8 a 14% de la population PR
anti-CCP-, ce qui pourrait faire des anti-CarPA un marqueur sérologique spécifique et utile en
complément pour le diagnostic de la PR (158,159).

Avec le méme raisonnement, des anticorps anti-protéines oxydés ont été associés a la PR. Plus
particulierement, la modification post-traductionnelle du collagene de type II par des espéces
réactives de I’oxygene et du nitrogene serait responsable de la création d’un auto-antigéne dans
la PR : le collagene de type II modifié. Ces auto-anticorps semblent trés représentés chez les
population PR, avec jusqu’a 95% de positivité selon I’étude, mais au prix d’une spécificité
faible, avec une positivité non négligeable retrouvée chez des patients contrdles (160—-162).

Enfin, la signature IFN a été particulierement étudiée chez les patients PR, en particulier dans
le tissu synovial. Les macrophages présents dans le liquide synovial de la PR expriment une
signature IFN-y forte, une expression accrue des génes induits par IFN-y, ainsi que d’IRF1
(interferon regulatory factor 1) induit par les IFN de type I, participant probablement a
I’induction de I’arthrite (163). L’atteinte de la synoviale s’avere étre sensible a I’utilisation
d’inhibiteurs de Jak, ce qui suggere que 1'efficacité de ces composés pourrait étre liée, au moins
en partie, a l'inhibition de la signalisation de I'l[FN induite par les voies JAK-STAT (164). Enfin,
la cytométrie de masse et les techniques de « RNA-seq » ont permis d’identifier pas moins de
18 sous-types cellulaires impliqués au sein de la synoviale des patients PR. Outre 1'identification
ces sous-types de cellules pathogénes, une signature de 1'IFN est retrouvée dans une sous-
population de fibroblastes HLA high potentiellement pathogenes sur la base de leur production
en cytokines, dans deux sous-populations de macrophages et dans trois sous-populations de LB,
dont la population B extra-folliculaire et productrice d’anticorps (CD11c+ T-bet+). Les LT CD8
expriment par ailleurs I'IFN-y de maniére spécifique et a une fréquence supérieure
comparativement aux LT CD4+ (165). La caractérisation des fonctions pathogénes associées a
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cette signature de I'IFN reste encore a explorer plus largement dans la PR, notamment sur leur
éventuelle utilité en pratique.

e. Diagnostic

Le diagnostic repose sur I’identification clinique et radiologique des atteintes articulaires et la
recherche biologique des auto-anticorps anti-peptides citrullinés et du facteur rhumatoide. La
classification la plus utilisée est la classification de I’ACR/EULAR proposée en 2010 (voir
Tableau 4) (151). La population cible pour la recherche d’une PR correspond aux patients ayant
au moins une atteinte articulaire synoviale définie cliniquement, non expliquée par une autre
maladie. Les criteres de classifications s’organisent en 4 catégories de A a D rapportant chacune
un score chiffré. Un score supérieur ou égal a 6 permet la classification en RA.

Catégories Score
A. Atteinte articulaire
1 grosse articulation 0
2 a 10 grosses articulations 1
1 a 3 petites articulations (avec ou sans atteinte de grosses articulations) 2
4-10 petites articulations (avec ou sans atteinte de grosses articulations) 3
Plus de 10 articulations (dont au moins une petite articulation) 5

B. Sérologie

FR et anti-CCP négatifs 0

FR faiblement positif et/ou anti-CCP faiblement positif 2

FR fortement positif et/ou anti-CCP fortement positif 3
C. Réaction inflammatoire

CRP et VS normale 0

CRP et/ou VS anormale 1
D. Durée des symptomes

Inférieur a 6 semaines 0

Supérieure ou égale a 6 semaines 1

Tableau 4. Criteres de '’ACR/EULAR (2010) pour le diagnostic d'une polyarthrite rhumatoide (151)

Les valeurs négatives correspondent a des valeurs inférieures ou égales a la limite de positivité
fixée par le laboratoire. Les valeurs faiblement positives correspondent a des valeurs en unités
internationales (UI) comprises entre le seuil de positivité et 3 fois le seuil de positivité. Enfin,
les valeurs fortement positives correspondent aux valeurs mesurées en Ul supérieures a 3 fois
le seuil de positivité.
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5. Sclérodermie systémique (SSc)

a. Présentation de la maladie

La sclérodermie systémique (SSc) est une MAI non spécifique d’organe touchant le tissu
conjonctif, entrainant alors de la fibrose, et caractérisée dans le méme temps par une hyper-
réactivité vasoconstrictive des artérioles et des micro-vaisseaux entrainant des oblitérations
vasculaires. On retrouve principalement une atteinte cutanée typique permettant la réalisation
du diagnostic, mais également des atteintes viscérales conditionnant le devenir des patients
(166).

La maladie reste rare et impacte environ 1 personne sur 10000, principalement des femmes
entre 45 et 65 ans. On retrouve des facteurs de risque génétiques avec une survenue plus élevée
de cas au sein d’'une méme famille, avec des associations avec des loci particuliers du HLA de
classe II. Notamment, le HLA-DQB1*0301 confére une grande susceptibilité¢ a la survenue
d’une SSc. D’autres HLA sont également décrits et associés a certains auto-anticorps connus
dans la SSc : HLA-DRBI1*11 avec les auto-anticorps anti-topo isomérase I ; et HLA-DRB1*01
et HLA-DQB1*0501 avec les auto-anticorps anti-centromeres. D’autres geénes ont été mis en
cause, impliquant la voie de I’interferon type 1, ou encore la voie de I’IL-12. Parmi les facteurs
environnementaux, des toxiques ont également ét¢ incrimingés dans la survenue de SSc, donnant
lieu a des maladies professionnelles, comme par exemple en cas d’exposition a la silice (10).

b. Physiopathologie

Les formes cliniques sont hétérogenes, mais rassemblent des caractéristiques communes sur le
plan physiopathologique. On retrouve notamment des dommages microvasculaires associés a
une auto-immunité, de I’inflammation, et un épaississement fibreux du derme dans divers
organes suite a une production excessive de matrice extracellulaire par les fibroblastes sous la
dépendance de diverses cytokines et facteurs de croissance (167). Trois mécanismes
interviennent donc de maniére concomitante : la fibrose, I’inflammation et la vasculopathie.

Le phénomene de Raynaud, prévalent chez quasiment tous les patients SSc, témoigne de
’atteinte microvasculaire et de la dysfonction de 1’endothélium existants dans la SSc (168).
Cette atteinte du réseau microvasculaire fait partie des éléments les plus précoces dans 1’histoire
de la maladie (169). Les dommages interviennent en parallele d’une activation des cellules
endothéliales qui expriment des molécules d’adhésion I-CAM1 et V-CAMI1 supplémentaires
(170). Ces cellules produisent alors de mani¢re importante des facteurs pro-angiogéniques,
notamment le VEGF-A, suite a la perméabilité vasculaire accrue et I’hypoxie tissulaire
(171,172). Toutefois, on retrouve paradoxalement plutdt une insuffisance angiogénique au sein
des tissus, avec une altération de la capacit¢ fonctionnelle des cellules endothéliales,
possiblement dus a la surexpression d’un isoforme anti-angiogénique particulier du VEGF, le
VEGF 165b (173). Dans le cadre de la SSc, le VEGF semble participer directement a la
perturbation de 1’angiogenése, avec la mise en évidence, dans des souris transgéniques
VEGF+/- et VEGF+/+, d’un plus grand nombre de microvaisseaux et du développement
spontané de fibrose comparativement a des animaux contrdles (174). Les cellules endothéliales
synthétisent également des molécules profibrosantes comme le CTGF (connective tissue
growth factor), qui favorise le développement de la fibrose (175). A terme, le tissu endothélial
est remanié¢ avec prolifération des cellules de I’intima et de la média, et avec une fibrose de
I’adventice conduisant a un rétrécissement des artérioles, une ischémie en aval et un stress
oxydant.
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Des perturbations du systéme immunitaire sont retrouvés en parallele dans la SSc. Une
inflammation chronique nette est ainsi retrouvée sur les sites touchés, notamment la peau et le
poumon. Une signature IFN type I est retrouvable dans le sang et in situ sur les cellules
monocytes/macrophages et les cellules dendritiques plasmacytoides, reflétant I’activation de
I’immunité innée via les TLR (176). Concernant les macrophages, un profil mixte particulier
de macrophages M1/M2 est retrouvée, mais la polarisation de type M2 semble prédominer dans
la SSc. Elle se caractérise par une sécrétion faible d’IL-12 et d’IL-23, et une sécrétion élevée
d’IL-4, d’IL-10, d’IL-13, d’IL-6, ou encore de CTGF (connective tissue growth factor), et est
étroitement lié¢ au développement d’un environnement a la fois inflammatoire et pro-fibrotique
(177-179). On retrouve ¢galement sur les tissus 1ésés une infiltration lymphocytaires T et B,
marquant 1’activation de I’'immunité adaptative. Parmi les LT CD4, on retrouve principalement
des lymphocytes Th2 produisant majoritairement de I’IL-4 et de I’'IL-13, participant notamment
a D’induction de fibrose, aux cotés des LT CD8+ (177,180). Les populations T infiltrantes
localement sont oligoclonales, suggérant la présence d’un auto-antigéne au niveau du derme.
Quant a eux, les LB retrouvés présentent un profil de cellules activées, et produisent des auto-
anticorps participant a la pathogénicité dans la maladie (181,182).

L’environnement inflammatoire et la vasculopathie sont finalement accompagnés par la fibrose
pouvant toucher tous les organes, mais qui débute classiquement au niveau du derme. Elle
résulte d’une synthése exagérée de composants de la matrice extracellulaire (MEC), associée
des défauts de résorption et des modifications de sa composition. Parmi les éléments en cause,
on retrouve une activation excessive et persistante de la voie du TGF- avec production de
cytokines (IL-4 et IL-6) favorisant la migration de lymphocytes au travers de la barricre
endothéliale pour leur accumulation dans le derme (183) ; et une synthése accrue de CTGF
(connective tissue growth factor) responsable d’une production incontrolée de collagene de type
IV, de fibronectine ou encore de protéoglycanes (184,185). La voie du TGF-B semble
¢galement favoriser la transition ¢épithélio-mésenchymateuse observée dans la SSc, et
participant a I’apparition de myofibroblastes ayant une contribution importante a la fibrose
(186,187).

Les composantes vasculaires, inflammatoires et pro-fibrotiques et leur interaction sont
récapitulés dans le schéma physiopathologique ci-apres (voir Fig 13).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 13. Physiopathologie de la sclérodermie systémique, d'apres Katsumoto T et al. (188)

c. Clinique

Sur le plan clinique, on retrouve chez quasiment tous les patients un phénoméne de Raynaud :
il correspond a I’apparition au froid de troubles vasculaires au niveau des extrémités avec
plusieurs phases successives. On retrouve tout d’abord une phase syncopale (doigts « blancs »),
une phase cyanotique (doigts « bleus ») et une phase érythémateuse (doigts « rouges »). Le
phénoméne de Raynaud reste plus sévere et plus mutilant que le syndrome de Raynaud
idiopathique, avec notamment des asymétries et des atteintes du pouce, du nez ou des oreilles
(168). Certains patients présentent ¢galement un syndrome sec se rapprochant de celui ressenti
dans le syndrome de Gougerot-Sjogren (166).

La sclérodermie fait référence a 1’épaississement cutané, pouvant étre localisé, ou associé¢ avec
une ou plusieurs atteintes d’organes. On retrouve aussi certaines formes frontiéres ou des
syndromes de chevauchement avec d’autres MAI : Syndrome de Sharp : connectivite mixte ou
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polymyosite/lupus, CBP (cirrhose biliaire primitive), SjS, PR (189). Les manifestations
dermatologiques sont retrouvées chez une large majorité de patients et permettent de poser le
diagnostic. On retrouve des atteintes des doigts qui sont boudinés, rouges, érythémateux puis
effilés et fixés en 1égere flexion. La peau est pale, atrophique et indurée, impossible & pincer en
raison de la perte d’¢élasticité du tissu : on parle de sclérodactylie. Ces atteintes peuvent se
compliquer par des Iésions a type d’ulcérations digitales de fagon fréquente et douloureuse. Les
mécanismes mis en jeu peuvent étre des causes mécaniques, de I’ischémie ou de la calcinose.
Au niveau du visage, on peut noter des télangiectasies visibles autour de la bouche et au niveau
des mains, un pli radié péri-buccal (a cause de la peau scléreuse), une limitation de 1’ouverture
buccale de par la sclérose de la peau. L’utilisation d’un dermatoscope est utile pour
I’observation des capillaires au niveau péri-unguéal. Chez les patients sclérodermiques, on
observe des méga-capillaires qui sont des capillaires dilatés formant des anses typiques et
pouvant aider au diagnostic (190).

Des atteintes d’organes sont également importantes et définissent le pronostic des malades. Les
atteintes digestives sont ainsi fréquentes et précoces comparativement aux autres atteintes
viscérales, pouvant aller jusqu’a la malnutrition sévére et nécessiter une alimentation
parentérale.

L’ensemble du tube digestif peut étre atteint & commencer par 1’cesophage. On retrouve alors
une dysphagie ou un reflux gastro-oesophagien (RGO) di a une hypotonie du sphincter
inférieur de 1’cesophage (SIO), siege d’une inflammation chronique. Les atteintes de I’intestin
et du colon peuvent étre responsable d’une prolifération bactérienne anormale, de la
malabsorption et des syndromes pseudo-occlusifs par perte du péristaltisme (191).

L’atteinte pulmonaire, plus particuliérement I’atteinte pulmonaire interstitielle, est la cause la
plus fréquente de mortalité chez les patients atteints de SSc, avec une prévalence de presque
30% des patients et avec un taux de mortalité de presque 40% apres 10 ans, surtout en cas de
positivité des anticorps anti-Scl70 (topoisomérase I). Les atteintes pleuro-pulmonaires se
manifestent au départ par des signes cliniques peu spécifiques comme la dyspnée, la toux seche
et la douleur thoracique. On retrouve notamment une pneumopathie interstitielle évoluant vers
une fibrose prédominante aux bases. On la dépiste par 1’évaluation des échanges gazeux qui
sont diminués en raison d’une barriére hémato-alvéolaire épaissie. Une HTAP peut également
étre observée, entrainant une insuffisance respiratoire et une insuffisance cardiaque droite
(192).

L’atteinte cardiaque est fréquente mais souvent de faible impact, soit primaire, soit secondaire
a I’atteinte pulmonaire. On peut noter tout de méme des myocardites associées a des troubles
de conduction et des troubles du rythme, des insuffisances cardiaques, des péricardites, des
insuffisances ventriculaires droites (consécutives a [atteinte pulmonaire), et des
cardiomyopathies secondaires a la microangiopathie (193).

D’autres atteintes existent comme les atteintes ostéo-articulaires, musculaires, ou encore
rénales qui restent rares (166).

Enfin, il existe une forme clinique particuliere qui est le CREST syndrome (Calcifications ;
Raynaud, (Esophage — RGO, Sclérodactylie, Télangiectasies). Il s’agit d’une forme lentement
progressive et limitée de la sclérodermie dont I’impact est principalement cutané. Les anticorps
anti-centromeres sont caractéristiques de cette forme limitée (194).
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d. Biologie

Le diagnostic immunologique commence par la recherche des anticorps anti-nucléaires par
immunofluorescence indirect sur lame de cellules HEp-2. Le titre et les aspects de fluorescence
sont capitaux pour I’établissement des spécificités des anticorps (195).

Parmi les spécificités retrouvées, les anticorps anti-Scl70 (ou anti-topoisomérase I) sont
retrouvés chez 21 a 34% des patients selon les études, les anticorps anti-centroméres chez 15-
43% des patients, les anti-RNA polymérase III chez 5% des patients et les anti-
fibrillarine/U3RNP chez 5% des patients (196).

Les auto-anticorps anti-Scl70 peuvent donner deux aspects de fluorescence possibles : un
aspect moucheté en grains fins du noyau avec un marquage finement moucheté de la chromatine
condensée et un renforcement possible des nucléoles (aspect AC-29 de la classification
anapattern, voir Fig 14), ou un aspect de fluorescence homogeéne dans le noyau avec un possible
renforcement périphérique se rapprochant de 1’aspect des anti-ADNdb (aspect AC-1 de la
classification anapattern). Ces anticorps anti-Scl70 sont relativement spécifiques de la
sclérodermie systémique. On les retrouve ainsi dans 2/3 des cas dans des sclérodermies
systémiques diffuses et dans 1/3 des cas dans des formes de sclérodermie limitée. Les anti-
Scl70 sont également corrélés a I’évolution clinique, avec un risque de fibrose pulmonaire
précoce et sévere et plus généralement un mauvais pronostic (196).

IMAGE BY : JUSTIN NICHOLAS & ED CHAN
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Fig 14. Aspect de fluorescence nucléaire moucheté en grains avec un renforcement des nucléoles (AC-29) sur cellules HEp-
2, photographie anapattern.org

A I’inverse, les anticorps anti-centromeres sont associées aux formes limitées de sclérodermie
comme le CREST syndrome (30% des formes de sclérodermie), de maniére trés spécifique
puisque leur détection posseéde une spécificité pour le diagnostic de plus de 90%. L’aspect
moucheté caractéristique de type anti-centromere est retrouvé en immunofluorescence indirecte
sur cellules HEp-2 (aspect AC-3 de la classification anapattern, voir Fig 15). Dans les cellules
en interphase, 23 ou 46 grains sont observables, et a la faveur d’une mitose, ces grains se
retrouvent alignés et compactés en superposition avec la chromatine. Les cibles sont au nombre
de 3 : CENP-A, CENP-B et CENP-C, localisées dans la région centromérique. Ces anticorps
sont retrouvés a une fréquence un peu plus élevée dans les populations blanches que chez les
populations noires ou asiatiques (196).
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Fig 15. Aspect de fluorescence anti-centromeres (AC-3) sur cellules HEp-2, photographie prise au laboratoire
d'immunologie du CHRU de Brest

Les anticorps anti-fibrillarine/U3-RNP sont retrouvés plus rarement, particuliérement chez les
patients noirs. Ils ont un aspect de fluorescence particulier, d’identification difficile, nécessitant
une identification par une méthode complémentaire. Les anticorps anti-fibrillarine/U3-RNP ont
un aspect d’immunofluorescence nucléolaire avec un marquage péri-chromosomique des
plaques équatoriales (aspect AC-9 de la classification anapattern, voir Fig 16). Ces anticorps
sont associés plus volontiers a une forme diffuse de SSc, avec notamment des crises rénales
sclérodermiques (197).
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Fig 16. Aspect de fluorescence nucléolaire avec marquage périchromosomique (AC-9) sur cellules HEp-2, photographie
anapattern.org

Les auto-anticorps anti-PM/Scl sont associés a une forme particuliére de patients ayant un
syndrome de chevauchement associant des symptdmes de sclérodermie et de polymyosite.
L’aspect retrouvé sur lame est un aspect de fluorescence nucléolaire homogene (aspect AC-8
de la classification anapattern, voir Fig 17) (196).

IMAGE BY : EDWARD CHAN

Fig 17. Aspect de fluorescence nucléolaire homogene (AC-8) sur cellules HEp-2, photographie anapattern.org
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Le reste du bilan classique est non spécifique et permet d’évaluer les atteintes organiques dans
la maladie ainsi que l’inflammation systémique. De nombreux autres anticorps peuvent
¢galement étre associés a la SSc, soit de prévalence trés faible, soit moins spécifiques de la
maladie (196).

Enfin, bien que I’inflammation soit étroitement liée aux mécanismes pro-fibrotiques observés
au cours de la maladie, le role de I'IFN et des principaux acteurs cellulaires pathogenes reste
actuellement en cours d’exploration. La présence d’une signature IFN est retrouvée de manicre
précoce chez une grande proportion de malades, a la fois a 1’échelle systémique et cutanée
(198-201). Une implication des pDC a cette signature est une nouvelle fois suggérée en raison
de leur role prépondérant dans la réponse inflammatoire et le remodelage tissulaire via la
production d’IFN type 1 (202). Les pDC sont notamment fortement retrouvées dans les
maladies inflammatoires et/ou auto-immunes cutanées comme les dermatites d’interface
(203,204).

Par ailleurs, plusieurs polymorphismes touchant différents genes de régulation de la voie de
I’interferon ont pu étre décrits chez ’homme, et favorisent la survenue et 1’évolution de la
maladie, comme IRF5 (205,206), IRF7 (207) ou encore Stat4 (Signal Transducers and
Activators of Transcription 4) (208). Le KO de IRF5 a notamment été étudié dans un modéle
murin et se révele responsable d’une atténuation de I’infiltrat cutané et pulmonaire en cellules
inflammatoires, d’un défaut de fonctionnalité des cellules endothéliales et d’une réduction de
la survenue de fibrose induite par bléomycine, via un role de régulation des génes codant pour
la production de collagénes et de métalloprotéases. Ces observations suggérent un role clé
d’IRFS5 sur I’ensemble des caractéristiques pathologiques retrouvables dans la SSc (209). Des
¢tudes complémentaires sont requises pour déterminer le réle causal ou accompagnateur de la
signature IFN dans la SSc, ainsi que I’éventuel utilisation de ces signatures IFN en
biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic ou encore 1’utilisation de thérapeutiques ciblées.

e. Diagnostic

Le diagnostic est fortement orienté grace aux signes cliniques et plus spécifiquement les
atteintes cutanées. Des premiers critéres diagnostiques ont été proposés par I’ACR en 1980. On
retrouve un critére majeur correspondant a la sclérose cutanée proximale et quelques critéres
mineurs comme la sclérodactylie, des cicatrices déprimées au bout d’un doigt, des ulcérations
digitales ou une fibrose pulmonaire bilatérale des bases. Un critére majeur ou au moins deux
crittres mineurs sont requis pour affirmer le diagnostic. L’inconvénient de ces criteres
correspond au caractere tardif et évolué des 1ésions permettant le diagnostic (210).

Les criteres de LeRoy sont alors proposés en 2001, avec 1’objectif de pouvoir poser un
diagnostic de maniere plus précoce (211). Une sclérodermie systémique cutanée limitée doit
ainsi présenter une atteinte cutanée distale ainsi qu’une des 3 conditions suivantes :
e Phénomene de Raynaud objectivement documenté + anomalie a la capillaroscopie
e Phénomeéne de Raynaud objectivement documenté + anticorps de sclérodermie
systémique a un titre significatif
e Phénoméne de Raynaud subjectif + anomalie a la capillaroscopie + anticorps de
sclérodermie systémique a un titre significatif

Ces critéres proposent également un diagnostic pour les sclérodermies systémiques cutanées
diffuses. Il faut alors une atteinte cutanée proximale associée a 1’une des trois situations
mentionnées précédemment.

Les derniers critéres proposés sont les criteres ACR/EULAR de 2013 (cf Tableau 5) (212). Un
score supérieur ou égal a 9 permet de poser le diagnostic de SSc. Le score total est déterminé
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par I’addition des scores maximaux dans chaque catégorie. La sensibilité estimée est de 91%
pour une spécificité de 92%.

Domaines Score
Sclérose cutanée des doigts s’étandant au-dela des MCP (critére suffisant) 9
Epaississement cutané des doigts (seul I'item avec la plus haute valeur de score
compte)
Doigts boudinés 2
Sclérodactylie 4

Lésions pulpaires (seul I'item avec la plus haute valeur de score compte)

Ulcére digital pulpaire

Cicatrices

Télangiectasies

Anomalies a la capillaroscopie

Atteinte pulmonaire (HTAP ou pneumopathie interstitielle diffuse)

Phénoméne de Raynaud

Auto-anticorps spécifiques de la SSc (anti-centromeres, anti-Scl70/topoisomérase

[, anti-RNA polymérase lll)
Tableau 5. Criteres de I'’ACR/EULAR (2013) pour le diagnostic de sclérodermie systémique (212)
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6. Syndrome des anti-phospholipides (SAPL)

a. Présentation de la maladie

Le syndrome des anti-phospholipides correspond a une thrombophilie acquise d’origine auto-
immune. On retrouve donc la survenue d’un ou plusieurs événements thrombotiques
accompagnés par des auto-anticorps hétérogénes nommés anti-phospholipides, persistants et
dirigés contre des phospholipides et/ou des protéines impliqués dans le controle de la
coagulation (67).

Le SAPL se manifeste principalement chez des sujets jeunes (90% des cas avant 50 ans). Dans
la moiti¢ des cas, le SAPL sera primaire avec des manifestations thrombotiques isolées, ou bien
secondaire a une autre MAI, trés majoritairement le LES. La maladie survient principalement
chez la femme (sex ratio de 3,7), d’autant plus si le SAPL est secondaire a un lupus (sex ratio
de 7). 10% des SAPL primaires évolueront en LES tandis que 30% des LES développent un
SAPL secondaire (213). Ces ¢éléments épidémiologiques nous informent sur I’association forte
entre les deux maladies ainsi que sur la nécessité de rechercher systématiquement les deux
maladies chez un patient SAPL ou LES, afin d’apporter un traitement de prévention primaire
des manifestations thrombotiques. Pour autant, les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents semblent distincts.

b. Physiopathologie

La physiopathologie du SAPL reste partiellement ¢lucidée de nos jours (67,214). Il a été
propos¢ que la survenue des événements thromboemboliques soit basé sur un modele a deux
temps (215). En effet, malgré la présence d’aPL chez presque 5% de la population, la survenue
de manifestations thrombotiques reste occasionnelle, suggérant ainsi que la présence d’aPL est
une condition nécessaire mais insuffisante a la survenue d’un véritable SAPL. Un premier
événement serait donc dépendant des anticorps aPL afin de déséquilibrer I’hémostase
physiologique via l’activation d’acteurs cellulaires comme les cellules endothéliales, les
plaquettes, les monocytes ou encore les lymphocytes. Par la suite, un deuxieéme événement est
nécessaire pour déclencher la cascade de la coagulation induisant la thrombose, comme par
exemple une infection, une maladie auto-immune sous-jacente, ou encore l’existence de
facteurs de risques pro-coagulants (tabac, pilule contraceptive, mutations génétiques, chirurgie,
facteurs risques cardiovasculaires classiques) (216). Ces facteurs de risque de thromboses
surajoutés sont retrouvés chez plus de 50% des patients diagnostiqués.

La pathogénése du SAPL est étroitement liée a la synthése d’anticorps anti-phospholipides. Ces
anticorps anti-phospholipides représentent une famille d’auto-anticorps hétérogeénes pouvant
cibler des phospholipides, ou bien des cofacteurs permettant leur fixation cellulaire in vivo et
in vitro. La cible antigénique principale identifiée aujourd’hui est la f2GPI (B2-glycoprotéine
I). Il s’agit d’une glycoprotéine anionique a 5 domaines liant les phospholipides appartenant a
la superfamille des protéines controlant le complément et circulant sous forme circulaire. La
liaison aux phospholipides entraine un changement conformationnel, exposant notamment le
domaine 1. La majorité des anticorps anti-B2GPI reconnaissent des épitopes cryptiques de ce
domaine 1, induisant une dimérisation de la B2GPI a la surface cellulaire et conduisant a un état
pro-thrombotique (214,217).

D’autres cibles des anticorps anti-phospholipides existent mais semblent d’importance
moindre, responsable d’une non-utilisation de ces auto-anticorps dans les critéres diagnostiques
(ex : phospholipides autres comme la phosphatidylsérine ou la phosphatidyléthanolamine,
cardiolipides, prothrombines, protéine C, protéine S, annexine V, plasmine etc.).
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La fixation des APL directement ou via un cofacteur permet d’activer différents acteurs
cellulaires. Dans le cas des anti-B2GPI, une interaction est décrite avec les récepteurs cellulaires
comme I’annexine A2 et les TLR sur les cellules endothéliales et les monocytes (218,219) ; ou
encore avec apoER2 et GpIbR sur les plaquettes (220,221). Les monocytes et les cellules
endothéliales activés par ce mécanisme produisent alors des molécules pro-thrombotiques
notamment le facteur tissulaire correspondant au principal activateur de la voie extrinseque de
la coagulation (222). De plus, les cellules endothéliales adoptent un phénotype pro-
inflammatoire et pro-adhésif avec 1’expression de molécules d’adhésion comme la E-selectine,
VCAMI et ICAM-1 et produisent des chimiokines recrutant des monocytes. L’activation des
plaquettes quant a elle affecte la création du complexe V2GPI/Gpllb/Illa et induit une
production plus ¢élevée de thromboxane A2 et B2. On a donc I’induction d’un état pro-aggrégant
et pro-coagulant.

Un autre mécanisme pro-coagulant mis en jeu via les auto-anticorps est I’inhibition des facteurs
anticoagulants comme la protéine C qui permet d’inactiver les facteurs V et VIII (223), ou
encore le TFPI (tissue pathway factor inhibitor) exer¢ant normalement un contréle négatif sur
la sécrétion de facteur tissulaire (224). De méme, les anticorps anti-B2GPI peuvent interférer
avec la fibrinolyse en bloquant la transformation du plasminogene en plasmine suite a leur
action sur le t-PA (225). Ce blocage permet de maintenir un état pro-thrombotique et non
résolutif.

D’autres mécanismes semblent également intervenir de manicre indépendante des auto-
anticorps. Plusieurs études montrent une consommation du complément au cours du SAPL,
plus particulierement dans les SAPL responsables de manifestations obstétricales (226). Sur
des mod¢eles murins, la déficience en récepteurs au C3, C5 ou C5a induit une protection face
aux pertes feetales induites par 1’injection d’anticorps anti-B2GPI IgG humains (227,228). De
méme, 'utilisation d’un anticorps monoclonal thérapeutique anti-C5 permet de prévenir les
événements thrombotiques chez la souris (229). De plus, lors de I’activation du complément, la
libération des anaphylatoxines C3a et C5a pourraient également jouer un role pour I’induction
d’un état pro-inflammatoire (230).

Un schéma du mécanisme d’action des anticorps anti-B2GPI est disponible ci-dessous (Fig 18).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur
Fig 18. Mécanisme physiopathologique d'action des anticorps anti-p2GPI (231)

c. Clinique

Le tableau clinique du SAPL est caractérisé par la survenue de thromboses veineuses et/ou
artérielles et par des pertes feetales. Les événements thrombotiques peuvent toucher I’intégralité
des vaisseaux sanguins (artéres, capillaires et/ou veines), indifféremment de la taille et de la
localisation, ce qui explique la diversité des présentations cliniques. Ce sont les territoires
pouvant étre impactées qui font la véritable gravité¢ du SAPL (232).

Les thromboses veineuses surviennent en 1’absence de facteur favorisant évident, sur des
territoires classiques ou inhabituels (veines sus-hépatiques, veine porte, veine rénale, veine
rétiniennes), parfois immédiatement une embolie pulmonaire. Les thromboses artérielles
impactent principalement la vascularisation cérébrale, avec la survenue d’AIT (accidents
ischémiques transitoires) ou d’AVC (accidents vasculaires cérébraux) chez un sujet jeune.
D’autres localisations artérielles existent : thromboses artérielles coronariennes provoquant des
infarctus du myocarde ou de I’angor instable, des thromboses des artéres axillaires, de la rétine,
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du rein, des membres inférieurs. Comme pour les thromboses veineuses, ces thromboses
artérielles surviennent en I’absence de facteur de risque vasculaire, et vont avoir tendance a
récidiver. D’autres manifestations cliniques, conséquence des atteintes vasculaires, peuvent étre
¢galement retrouvées comme les valvulopathies cardiaques, le livedo reticularis, les
néphropathies ou les manifestations neurologiques diverses. En raison des thromboses pouvant
survenir dans des localisations variées, on pourra observer des complications pulmonaires
(maladies thrombo-emboliques veineuses ou MTEV, hypertension artérielle pulmonaire ou
HTAP), rénales (microangiopathie glomérulaire, thrombose de la veine ou de ’artére rénale,
hypertension artérielle ou HTA), neurologiques (myélite, démences vasculaires), ou une
ostéonécrose de la téte fémorale. On retrouvera aussi des manifestations cutanées de moindre
gravité avec des livedo reticularis, une nécrose distale ou des ulcéres cutanés (67,213,215).

Sur le plan obstétrical, les fausses couches précoces et répétées sont la manifestation la plus
retrouvée dans le cadre du SAPL, mais cet ¢lément reste peu spécifique en raison du nombre
de fausses-couches retrouvée également dans la population générale (67). De maniére plus
tardive au cours de la grossesse et en raison d’une insuffisance placentaire, on note une
prématurité plus fréquente (33% des grossesses), des retards de croissance intra-utérins (RCIU),
voire un avortement ou une mort feetale in utero. La femme enceinte atteinte de SAPL est
¢galement a risque de décollement placentaire et de pré-éclampsie pouvant aller jusqu’au
HELLP syndrome (Hemolysis, elevated liver enzymes, low platelets) (233-235). La cohorte
« EuroPhospholipid » ayant inclus plus de 1000 patients permet d’avoir une vision précise de
la symptomatologie retrouvable chez les patients SAPL (213).

Dans de trés rares cas, il peut survenir un syndrome catastrophique des anti-phospholipides
(CAPS), avec des thromboses massives multiviscérales responsables d’atteintes graves, a la
faveur d’un élément déclenchant supplémentaire (chirurgie, infection, grossesse, arrét des
traitements anticoagulants etc.). Cette entité correspondant a une microangiopathie
thrombotique capable d’induire une défaillance multiviscérale secondaire. On retrouvera des
signes pouvant impacter tous les organes (236-238) :

e Signes généraux : confusion jusqu’au coma

e Rein : microangiopathies, insuffisance rénale aigu€ IRA, HTA malignes

e Systéme nerveux central : épilepsie, état de mal

e Poumons : syndrome de détresse respiratoire aigu ou SDRA, hémorragies alvéolaires,

embolies pulmonaires
e Cceur : tachycardie, HTA maligne, infarctus

Le diagnostic reste difficile en raison du nombre important de diagnostics différentiels. Un
registre crée en 2000 a permis de recenser a ce jour plus de 400 cas et a permis d’affiner des
criteres diagnostiques. Le pronostic reste toutefois sombre avec 44% de mortalité immédiate
(238) : le diagnostic et la prise en charge précoce sont impératives. Un algorithme mis en place
en 2003 (239) ainsi que divers outils (240) sont disponibles pour 1’identification précoce d’un
CAPS (voir Fig 19).
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Atteinte d’organes/systémes et/ou tissues
ET
Développement des différentes manifestations de maniére simultanée en moins d’'une semaine
ET
Présence d’anticorps anti-phospholipides (LA et/ou aCL et/ou aB2GPI)

2 3 atteintes 2 atteintes

Confirmation histologique d’une occlusion des petits vaisseaux dans au moins un organe ou un tissu
IEU{ ENon | Oui Non

| cAPS certain | [ cAPS probable | [ cAPs probable | | Pas de cAPs |

Fig 19. Algorithme décisionnel pour le diagnostic de syndrome catastrophique des antiphospholipides (CAPS), adapté de
Asherson et al. (239)

d. Biologie

La recherche d’un SAPL est basée sur 3 tests : la recherche d’un lupus anticoagulant (LA)
correspondant a un test de coagulation, et la recherche des anticorps anti-cardiolipines (anti-
CL) et des anticorps anti-B2GPI détectés par technique immunologique. Il est essentiel de
répéter les analyses biologiques a 12 semaines car les anticorps peuvent étre induits de manicre
transitoire, sans impact sur 1’état de coagulation du patient. On peut ainsi détecter des anticorps
anti-phospholipides et/ou un LA positif en 1’absence de thrombose lors d’une infection
(parvovirus B19, EBV, CMV, VIH, paludisme etc.), en raison d’un médicament inducteurs (-
bloquants, interférons etc), lors d’un cancer solide ou d’une hémopathie, en cas d’alcoolisme
chronique, d’une drépanocytose, ou dans d’autres MAI comme la sclérose en plaque (SEP), ou
les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) (241). De plus, 1 a 5% de la
population générale présente des anticorps anti-phospholipides sans signification clinique, et
dont le titre augmente avec 1’dge. Ces éléments rendent difficiles 1’interprétation des tests
biologiques lorsqu’il n’y a pas encore eu de thrombose préalable. Ils peuvent alors conduire a
des diagnostics par exces (242,243).

Ces tests sont réalisés selon les recommandations émises par I’'ISTH (Société internationale
d’hémostase et de thrombose). Les recommandations pour la détection du lupus anticoagulant
(LA) ont été réactualisées en 2009 (244). Pour les anti-CL et anti-B2GPI, les dernicres
recommandations sont celles de 2014 (245).

Sur le plan pratique, le LA (lupus anticoagulant) ou ACC (anticoagulant circulant de type
lupique) permet d’identifier tous types d’anticorps capables d’allonger in vitro le temps des
tests de coagulation dépendants des phospholipides. Malgré cette action anticoagulante in vitro,
ces anticorps s’averent pro-thrombotiques in vivo. La détection du LA se fait aprés sur un tube
citraté prélevé chez un patient sans traitement anticoagulant, en raison de la perturbation des
tests par les traitements. Deux tests doivent étre réalisés mettant en jeu différentes méthodes,
dont au moins une utilisant des phospholipides. Pour cette dernicre, c’est le dRVVT (temps de
venin de Vipere Russell dilué) qui est recommandé¢ en premicre intention (244,246). Le LA sera
considéré positif si un des deux tests est positif.

Le plus fréquemment, un test de mélange est réalisé en premicre intention afin de dépister un
allongement du TCA non corrigeable apres I’ajout d’un plasma témoin. A cette fin, I’indice de
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Rosner est calculé de la maniere suivante, avec M désignant le malade, et T désignant le
témoin :

TCA(M +T) —TCA (T)
TCA (M)

Indice de Rosner =

Un score inférieur a 12 permet d’affirmer 1’absence d’anticoagulant circulant lupique, un score
supérieur a 15 indique la présence d’anticoagulant circulant lupique. Entre ces deux valeurs, il
existe une zone grise requérant la réalisation d’un test complémentaire au dRVVT. Ensuite, un
test de confirmation est requis pour affirmer la dépendance en phospholipides : la saturation en
phospholipides doit ainsi permettre de corriger I’allongement du temps de coagulation observée
initialement (244,246). Un récapitulatif des tests mis en place au CHRU de Brest est fourni a la
suite a titre d’exemple (voir Fig 20).
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Diagnostic d'un anti-coagulant circulant
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AN STACLOT® LA X:X

TCA sensibilisés aux ACC lupiques
(faible [PL])

TCA plasma
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A Faux positifs : AOD, héparines, inflammation
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TCA plasma
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) Test PL dépendant
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—

O Venin de vipére Russell : activation directe du FX O 2 tests :

Venin ~ Affranchissement des anomalies ~ dRVVT screen : faible [PL] — sensibilité aux LA
de la voie intrinséque

+ +ota

Ratio screen > 1 - suspicion LA
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(M) + PL en phase hexagonale
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Fig 20. Stratégie mise en place au laboratoire d'hématologie du CHRU de Brest pour le diagnostic d'un anticoagulant circulant, avec l'aimable
autorisation de S. Jaouen
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En complément de la recherche du LA correspondant au test le plus sensible et spécifique, il
est nécessaire de rechercher les anticorps anti-CL et anti-B2GPI.

Les anticorps anti-CL sont dirigés contre la cardiolipine mais également contre d’autres
phospholipides : on distingue ainsi les anticorps anti-CL indépendants de la présence d’un
cofacteur plasmatique des anticorps dépendant, reconnaissant un complexe cardiolipine-
cofacteur. Le principal cofacteur identifi¢ est la B2GPI ou apolipoprotéine H. Les anticorps anti-
CL reconnaissant uniquement la cardiolipine sont principalement d’isotype IgM, retrouvés
alors le plus souvent de maniere transitoire lors d’une infection. Les anti-CL reconnaissant au
moins en partie le domaine 1 de la f2GPI correspondent aux anticorps les plus pathogénes. Ils
sont alors préférentiellement d’isotype IgG. La signification des anticorps dirigés contre
d’autres domaines de la B2GPI reste a élucider (241). Au cours du SAPL, les anti-CL sont dans
la majorité des cas d’isotype IgG. La présence de I’isotype IgM est plus rare, et s’associe tres
fréquemment aux IgG. L’isotype IgA reste rare, ce qui de ce fait ne justifie pas sa recherche en
premigére intention (247).

La B2GPI est la principale cible antigénique des anticorps anti-phospholipides (anti-PL) dans
le SAPL. La protéine s’organise en 5 domaines, dont le 5™ domaine correspond au site de
liaison aux phospholipides, et le premier domaine correspond a la cible des anticorps af2GPI
pathogéenes (248). La fixation des anticorps anti-B2GPI entraine la dimérisation de la f2GPI a
la surface cellulaire, induisant un état prothrombotiques par divers mécanismes détaillés
précédemment. L’antigene utilisé dans les tests de détection doit correspondre a de la B2GPI
humaine purifiée, pouvant induire une variabilité en raison des différents processus de
purification (249). Ce test est plus spécifique car il ne détecte pas les anticorps indépendants de
la B2GPI, le plus souvent retrouvés lors des infections. Une plus faible sensibilité est par contre
parfois retrouvée selon les études (241).

D’autres anticorps ont été associés au SAPL. Leur intérét est moindre dans la mesure ou les
techniques d’identification ne sont pas standardisées et qu’ils ne sont pas intégrés aux criteres
diagnostiques internationaux. Ils peuvent étre recherchés en deuxiéme intention pour des
suspicions fortes de SAPL cliniques pourtant séronégatifs. Parmi ces anticorps, on retrouve des
anticorps anti-CL et anti-B2GPI  d’isotype IgA (250), des anticorps anti-
phosphatidyléthanolamine (251), des anticorps ou encore des anticorps anti-phosphatidyl-
sérine/prothrombine (252). Ces tests sont réalisés par technique ELISA dans une grande partie
des cas.

De maniére analogue au SLE, on retrouve une signature IFN de type I et de type II exacerbée
chez les patients atteints de SAPL, qu’ils soientt primaires ou secondaires (253,254). L impact
de cette signature reste toutefois a explorer concernant les implications cliniques et
thérapeutiques.

e. Diagnostic

Les critéres diagnostiques actuellement appliqués sont les critéres de Sydney de 2006 (voir
Tableau 6 page suivante) (255). La stratégie diagnostique repose sur la mise en évidence d’au
moins un critére clinique et au moins un critére biologique persistant sur 12 semaines, et a
condition qu’il n’y ait pas plus de 5 ans entre 1’événement clinique et la biologie. Parmi les
criteéres cliniques, il est demandé la survenue d’au moins un épisode thrombotique artériel ou
veineux confirmé par imagerie, doppler ou histologie, ou la survenue d’une complication
obstétricale comme (i) une mort feetale inexpliquée au-dela de la 10°™ semaine de grossesse de
morphologie normale, ou (ii) une naissance d’un enfant prématurée avant la 34°™° semaine de
grossesse en rapport avec une pré-éclampsie, une éclampsie ou une insuffisance placentaire
démontrée, ou encore (iii) 3 fausses couches spontanées avant la 10°™ semaine de grossesse en
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I’absence d’anomalie anatomique ou hormonale maternelle, ou d’une anomalie chromosomique
maternelle ou paternelle. Ce troisiéme critére clinique est le plus sensible mais le moins
spécifique du SAPL en raison de la trés grande fréquence des fausses couches précoces en
population générale.

Parmi les critéres biologiques, il faut identifier au moins une anomalie biologique sur 2
déterminations espacées d’au moins 12 semaines, afin d’éliminer une positivité transitoire d’un
marqueur biologique sans signification clinique. 3 éléments peuvent faire partie des criteres
biologiques : la positivité des anticorps anti-CL IgG et/ou IgM, la positivité des anticorps anti-
B2GPI IgM et/ou IgM, et enfin la positivité d’un anticoagulant circulant de type lupique détectés
par des tests dépendants des phospholipides (TCA, dRVVT).

Criteéres cliniques

Thromboses . - .. - .
. Au moins un épisode clinique de thrombose artérielle et/ou veineuse
vasculaires
Au moins une mort feetale inexpliquée au-dela de la 10° semaine d’aménorrhée
Complications Au moins une nalssance’p}"ematurfze a\far‘lt la 34 semaine d’aménorrhée (duﬁ: a
Ly une éclampsie, une pré-éclampsie sévére ou une insuffisance placentaire)
obstétricales

Au moins 3 fausses couches spontanées consécutives avant la 10° semaine
d’aménorrhée

Critéres biologiques (vérifiés sur deux prélévements a au moins 12 semaines d’intervalle)

LA Allongement des tests de coagulation plasmatique, selon les recommandations
de I’International Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH)

Anti-CL Présence (sérum ou plasma) d’anticorps anti-CL isotype G et/ou M a des taux
moyens a ¢levés (taux > 40 GPL ou > 40 MPL ou > 99¢ percentile), détecté par
un test ELISA

Anti-p2GPI  Présence (sérum ou plasma) d’anticorps anti-B2GPI isotype G et/ou M

(taux > 99°percentile), détecté par un test ELISA

Tableau 6. Criteres de Sidney (2006) pour le diagnostic de syndrome des antiphospholipides (255)

Une classification du SAPL en 4 sous-types biologiques en fonction du nombre et de la nature
des marqueurs biologiques présents, a également ét¢ incluse dans cette recommandation :
e Type l: Présence d’au moins 2 critéres biologiques
e Type Il : Présence d’un seul critére biologique
o Type Ila : présence d’un LA isolé
o Type IIb : présence d’un anticorps anti-CL isolé
o Type llc : présence d’un anticorps anti-B2GPI isolé

Deux sous-groupes de patients sont également décrits en fonction de la présence (type a) ou
I’absence (type b) de facteurs de risque surajoutés de thrombose comme par exemple (i) 1’age
> 55 ans chez I’homme et > 65 ans chez la femme ; (ii) la présence d’un facteur de risque
cardiovasculaire (hypertension artérielle, diabéte, augmentation des LDL «low density
lipoprotein » ou taux bas d’HDL « high density lipoprotein », cholestérol, tabac, antécédents
familiaux de maladie cardiovasculaire précoce, indice de masse corporelle (IMC) > 30,
microalbuminurie, et filtration glomérulaire < 60 ml/min); (iii) une thrombophilie héréditaire;
et (iv) des facteurs procoagulants (prise d’oestroprogestatifs, syndrome néphrotique, cancer,
immobilisation, chirurgie).
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7. Connectivites mixtes ou d’origine indéterminée (MCTD et UCTD) :

a. Présentation de la maladie

La connectivite mixte est une maladie rare dans laquelle des signes cliniques de LES, SSc, PR
et/ou de polymyosite sont présents. On retrouve ainsi des symptomes de spectre large et variable
selon les patients, pouvant impacter de nombreux organes, avec comme point commun a tous
les patients un phénomene de Raynaud ainsi que la présence d’anticorps anti-U1-RNP (256).
La maladie affecte dans 80% des cas la femme entre 15 et 35 ans, avec une prédominance dans
les populations asiatiques, notamment au Japon. La prévalence reste faible avec 3,8 cas pour
100000 adultes dans une étude norvégienne menée par Gunnarsson R et al. en 2011 (257). Des
patients présentant des signes cliniques de MAI systémiques depuis au moins deux ans sans
remplir pour autant les critéres de MCTD ou d’autres MAI existent également et correspondent
a des patients atteints de connectivites d’origine indéterminée ou UCTD.

Des facteurs de risques génétiques ont pu étre identifié par étude des profils HLA de patients
MCTD. L’allele HLA DRB1*04 :01 en premier lieu, ainsi que 1’allele HLA-B*08 ont toutes
les deux étés associés au risque surélevé de développer une MCTD (258).

b. Physiopathologie

La cible antigénique principale identifiée correspond a la ribonucléoprotéine U1-RNP constitué
notamment d’une protéine A, une protéine C, et une protéine 70kDa, qui sont les cibles des
auto-anticorps retrouvés dans le sérum des patients MCTD (cf Fig 21). On retrouve aussi sur
ce complexe I’antigéne Sm et 1’antigéne Sr. La présence des auto-anticorps anti U1-RNP
semble au cceur de la physiopathologie, avec la distinction de plusieurs épitopes sur la U1-RNP,
mais c’est I’antigéne U1 de 70-kDa qui apparait comme la cible d’intérét (259).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur
Fig 21. Repreésentation schématique du complexe UI-RNP, d'apres Greidinger et al. (259)

Une différence semble exister entre la protéine Ul-70kDa sous forme native et sous forme
apoptotique. Les auto-anticorps retrouvés chez les patients semblent posséder une affinité plus
haute envers la forme apoptotique, plus immunogénique (260,261). Les constituants des corps
apoptotiques sont ainsi reconnus par le systéme immunitaire et activent les lymphocytes B puis
les lymphocytes T de maniére chronique.

Dans la MCTD, on retrouve en analyse immuno-histochimique au niveau des tissusdes dépots
de complément et d’immunoglobulines d’isotype M principalement, suggérant un mécanisme
analogue aux dépdts de complexes-immuns responsable des atteintes d’organes observées dans
le LES. Ces observations ont été faites sur des coupes histologiques de poumon, mais également
dans des lésions oesophagiennes chez des patients MCTD (262,263). Le réle de I'immunité
humoral apparait ainsi comme prépondérant devant la pathogénicité des dépots de complément
et d’immunoglobulines, mais également suite a I’observation d’anomalies des sous-populations
B dans le sang périphérique des patients MCTD, et devant la corrélation des taux en auto-
anticorps anti UT-RNP et la sévérité des atteintes (264).

c. Clinique

Les manifestations cliniques observables sont trés diverses d’un patient a 1’autre. Les signes
cliniques principaux retrouvés sont le phénomeéne de Raynaud, les arthralgies, la sclérodactylie,
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le gonflement des doigts, une myosite, une dysmotilité cesophagienne et une asthénie générale.
Le phénoméne de Raynaud est une constante chez les personnes atteintes d’une connectivite
mixte. Parmi les symptomes rattachables a la sclérodermie, on retrouve des doigts gonflés avec
une sclérodactylie. Les inflammations des articulations sont responsables d’une polyarthrite a
la maniére de la PR. On peut également retrouver des faiblesses et des douleurs musculaires, ce
qui correspond a des symptomes liés a la polymyosite. Il existe par ailleurs des atteintes
cutanées rappelant le LES, avec également des télangiectasies, des ulcérations buccales et une
photosensibilité (256).

Des atteintes plus séveres peuvent survenir, notamment une atteinte du systeme digestif,
retrouvé chez plus de la moitié des patients MCTD (265). Le plus fréquemment, on retrouve
une atteinte de 1’cesophage avec une dysmotilité cesophagienne responsable de RGO, allant
jusqu’a 85% des patients selon les séries (266).

L’atteinte cardiaque est retrouvée de manicre variable selon les méthodes d’identification
utilisés et la définition choisie pour retenir 1’atteinte cardiaque. On retrouve chez 29% des
patients une péricardite, peu grave (267). Les examens non invasifs comme
I’¢lectrocardiogramme (ECG) ou 1’échocardiographie mettent également en évidence des
anomalies infracliniques comme des défauts de conduction, des épanchements péricardiques ou
des prolapsus de la valve mitrale. Sur une période de 15 ans, 20% de la mortalité observée chez
les patients sont ainsi attribuables a une cause cardiaque (268).

L’atteinte rénale constitue une des complications rares mais majeures des MCTD, en particulier
chez les enfants (269).

Les atteintes neurologiques sont moins fréquentes, mais possiblement sous-estimées. C’est le
cas notamment de la névralgie du trijumeau, qui n’est décrite de maniere spécifique dans les
MCTD que depuis quelques années, et pouvant survenir de maniére inaugurale (270,271). Des
cas de méningites aseptiques ont également été rapporté, mettant en évidence la présence dans
le liquide cérébro-spinal d’IFN-y, d’IL-6 et d’anticorps anti-U1RNP & des concentrations ¢élevés
(272,273), suggérant la participation de ces cytokines et auto-anticorps au développement de la
pathologie. De méme, de rares cas de myélites transverses ont pu étre décrits (274).

Finalement, c’est ’atteinte pulmonaire qui fait la gravit¢é de la maladie. Ainsi, I’atteinte
interstitielle, ainsi que le sexe masculin, un age avancé, le tabac ou encore le titre d’anticorps
anti U1-RNP font partie des facteurs prédictifs de la dégradation nette des fonctions pulmonaire
et de la mortalité¢ dans les MCTD (275-277). Elle est retrouvée chez 50 a 70% des patients,
sous forme asymptomatique dans une grande partie des cas. On retrouve notamment une atteinte
fibrotique générale, ainsi qu’une atteinte pulmonaire interstitielle similaire a celle observée
dans la SSc. L hypertension artérielle peut également chez presque 1/3 des patients, prédictifs
de la morbi-mortalité chez les patients.

d. Biologie

Le diagnostic immunologique passe par 1’identification d’auto-anticorps anti-nucléaires a un
titre positif, et notamment dirigés contre la ribonucléoprotéine U1 (U1-RNP). Ces anti-U1-RNP
sont trés évocateurs d’une connectivite mixte notamment en cas de positivité a un titre éleve,
mais on peut les retrouver parfois chez des patients lupiques (259). A I'immunofluorescence,
on retrouvera un aspect moucheté grossier sur I’ensemble du noyau, avec un marquage ou non
du nucléole. En mitose, la chromatine n’est pas marquée (aspect AC-5 de la classification
anapattern, voir Fig 22).
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Fig 22. Aspect de fluorescence nucléaire de mouchetage grossier (AC-5) sur cellules HEp-2, photographie anapattern.org

Le diagnostic reste actuellement un challenge devant les multiples composantes des MTCD. Le
diagnostic différentiel principal reste le LES, en raison de manifestations cliniques proches
(atteintes cutanés, articulaires, mais aussi musculaires, organiques selon les cas) et de la
positivité potentielle des anticorps anti-U1-RNP dans les deux maladies. Les auto-anticorps
spécifiques du lupus (anti-ADN natif, anti-Sm), permettent, lorsqu’ils sont présents, d’orienter
le diagnostic (278).

Les caractéristiques des patients évoluent avec le temps et peuvent changer de diagnostic. On
estime par exemple que 20% des patients avec une connectivite mixte vont changer de
diagnostic dans les 5 ans qui suivent, et jusqu’a 50% dans les 10 ans qui suivent. On retrouve
notamment 1’apparition d’anticorps anti-ADN natifs orientant vers une classification en lupus,
tandis que 1’aggravation de la dysmotilité oesophagienne ou de la sclérodactylie orienteront
vers une sclérodermie systémique (279,280).

Le bilan biologique non spécifique retrouve un syndrome inflammatoire avec une VS
augmentée et permet de dépister les éventuelles atteintes d’organes (créatine phosphokinase ou
CPK pour I’atteinte musculaire par exemple).

La caractérisation des signatures IFN des patients MCTD permettent également de retrouver
des caractéristiques similaires aux patients SLE et aux patients SSc. Sur la partie génétique,
I’existence de certains SNP sur les voies de I'I[FN-a et -y ont été retrouvés comme fortement
associée a I’existence d’une MCTD (281). La signature IFN a également été étudiée chez des
patients UCTD comparativement a des patients AAN+ sans symptomatologie et des témoins
sains AAN-. Le score d’activité interféron IFN5 utilisé dans cette étude est significativement
augmentée (soit supérieur a deux déviations standard de la moyenne des témoins sains) chez
50% des patients UCTD et 36% des patients AAN+. Toutefois, un score positif ne semble pas
prédire 1’évolution vers une MAI caractérisée (282), ce qui a été récemment corroboré par une
¢tude cette fois-ci chez des patients MCTD (283).

e. Diagnostic

Le diagnostic repose sur la mise en évidence de signes clinico-biologiques, mais de par la
variété des composantes cliniques, la classification des MTCD reste compliquée.
Historiquement, la classification de Sharp proposé en 1972 ne prend en compte qu’une partie
des patients (284), mais a été revue en 1987 (cf Tableau 7) (285). Cette dernicre établit une liste
de critéres majeurs et mineurs. Le diagnostic peut étre posé si (i) au moins 4 critéres majeurs
dont les anticorps anti-U1-RNP sont présents, ou si (ii) 2 critéres majeurs parmi les 3 premiers
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associés a deux critéres mineurs et des anticorps anti-U1-RNP a un titre significatif sont
présents. La positivité des anticorps anti-Sm constitue un critére d’exclusion.

Criteres majeurs Criteres mineurs
1. Myosite 1. Alopécie
2. Atteinte pulmonaire (capacité 2. Leucopénie
<70% des valeurs normales, 3. Anémie
hypertension pulmonaire  ou 4. Pleurésie
Iésions vasculaires prolifératives a 5. Péricardite
la biopsie pulmonaire) 6. Arthrite
3. Phénoméne de Raynaud ou 7. Névralgie du trijumeau
dysmotilité cesophagienne 8. Rash malaire
4. Gonflement des mains 9. Thrombopénie
5. Anticorps anti-nucléaires positifs + 10. Myosite modérée
anticorps anti-U1-RNP positifs + 11. Antécédent de gonflement des mains
anticorps anti-Sm négatifs

Tableau 7. Classification de Sharp (1987) pour le diagnostic de MCTD (285)

La classification semblant faire consensus actuellement reste la classification d’Alarcon-
Segovia (voir Tableau 9), méme si la classification de Kasukawa est aussi utilisée (voir Tableau
8) (285). La classification d’Alarcon-Segovia permet de faire le diagnostic lorsque le critere
sérologique associé a au moins 3 critéres cliniques dont une synovite ou une myosite sont
présents. Il est intéressant de noter que cette classification ne mentionne pas 1’atteinte
pulmonaire. La classification de Kasukawa définit des symptdmes communs ainsi que des
symptomes « mixtes » reliables aux manifestations cliniques des autres maladies auto-immunes
systémiques dont le SLE, la SSc et la polymyosite. La présence d’au moins un symptome
commun, d’une positivit¢ des anticorps anti-UI-RNP et d’au moins un symptome mixte
retrouvé dans a minima deux des trois maladies (SLE, SSc, polymyosite) permet de poser le
diagnostic de MCTD. Cette classification est particulierement utilisée pour les MCTD a début
pédiatrique (286).

Symptomes communs Symptomes mixtes
1. Phénomene de 1. Symptémes SLE (polyarthrite, lymphadénopathies,
Raynaud érythéme facial, pleurésie, péricardite, leucopénie ou
2. Gonflement des thrombopénie)
mains ou des doigts 2. Symptomes SSc (sclérodactylie, fibrose pulmonaire,

atteinte pulmonaire restrictive, capacité de diffusion
réduite, dysmotilité ou dilatation de I'cesophage)

3. Symptomes de polymyosite (faiblesse musculaire, taux
élevé de CPK, aspect compatible avec une myosite a
I'EMG)

Tableau 8. Classification de Kasukawa (1987) pour le diagnostic de MCTD (285)

Critere sérologique Criteres cliniques
Anticorps anti U1-RNP positifs 1. (Edéme des mains
2. Synovite
3. Myosite
4.

Phénomeéne de Raynaud

5. Acrosclérose
Tableau 9. Classification d'Alarcon-Segovia (1987) pour le diagnostic de MCTD (285)
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Gunnarsson et al. ont fait une évaluation en 2016 de ces 3 classifications représentée sous forme
de diagramme de Venn pour évaluer I’agrément entre les différentes classifications sur la
cohorte de patients norvégienne (287). On note un degré d’agrément important entre les
classifications, mais un petit nombre de patients ne répondant pas systématiquement aux trois
classifications.

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 23. Diagramme de Venn évaluant l'agrément des différentes classifications existantes pour le diagnostic de MCTD,
d'aprés Gunnarsson et al. (287)

En 2019, une dernicre classification sur la base de la classification de Kasukawa a été proposé
par une équipe japonaise (voir tableau 10). Aux symptomes communs et mixtes se rajoutent les
manifestations immunologiques et les atteintes d’organes caractéristiques. Le diagnostic peut
étre validé devant au moins une manifestations communes, des manifestations immunologiques
et au moins une atteinte d’organes caractéristiques, ou bien devant une manifestation commune,
une manifestation immunologique et au moins un symptdme parmi deux des trois maladies
auto-immunes prétant leurs symptdmes aux MCTD (288).

Symptomes Manifestations | Atteintes d’organes Symptomes mixtes
communs immunologiques caractéristiques
Phénomeéne | Positivité des | 1. Hypertension 1. Symptémes SLE (polyarthrite,
de Raynaud | anticorps anti artérielle lymphadénopathies, érythéme
Gonflement | U1-RNP pulmonaire facial, pleurésie, péricardite,
des mains 2. Méningite leucopénie ou thrombopénie)
ou des aseptique 2. Symptomes SSc (sclérodactylie,
doigts 3. Névralgie du fibrose pulmonaire, atteinte

trijumeau

pulmonaire restrictive, capacité
de diffusion réduite, dysmotilité
ou dilatation de I'cesophage)
Symptémes de polymyosite
(faiblesse musculaire, taux
élevé de CPK, aspect compatible
avec une myosite a 'EMG)

Tableau 10. Classification de Kasukawa révisée (2019) pour le diagnostic de MCTD (288)
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II. Apport de la biologie pour le diagnostic des maladies auto-immunes :
Publications

1. Publication n°1: News and meta-analysis regarding anti-f 2 glycoprotein I
antibodies and their determination

a. Introduction

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une pathologie auto-immune dont 1’origine est
multifactorielle et qui est responsable de complications thrombotiques et obstétricales. Cet état
est 1i¢ a ’acquisition d’anticorps auto-immuns capable de se lier aux phospholipides (anti-PL)
des membranes cellulaires pour former de caillots sanguins (67,232). En 1990 Galli, McNeil et
Koike rapportent que ce n’est pas la cardiolipine qui est la cible principale des anti-PL dans le
SAPL mais son principal co-facteur la B2-glycoprotéine I (32GPI). Depuis des tests ELISA ont
été développés pour rechercher les autoanticorps dirigés contre la f2GPI humaine présente soit
en association avec un phospholipide, la cardiolipine, ou soit apres irradiation des plaques
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ceci afin d’augmenter la densité de fixation de
la B2GPI sur son support (289-291). Depuis, de nombreuses études se sont accumulées pour
placer les autoanticorps anti-B2GPI au cceur de la physiopathologie du SAPL, et ce qui s’est
traduit par I’intégration de ces derniers dans les critéres biologiques du diagnostic des SAPL en
2006 avec les autoanticorps anti-phosplolipides (anti-PL) et la recherche de lupus anticoagulant
(LA) (255).

L’objectif de cette premicre publication était de faire le point sur les anticorps anti-B2GPI, avec
(1) une revue de la littérature sur les mécanismes physiopathologiques mis en jeu par les
anticorps anti-B2GPI dans le SAPL, (ii) un état des lieux des différentes techniques de dosage
associés a quelques recommandations applicables en routine, et (iii) la réalisation d’une méta-
analyse pour pouvoir comparer ces différents tests tant au niveau du diagnostic que du pronostic
vis-a-vis du risque thrombotique.

b. Mécanismes physiopathologiques mettant en jeu les anti-B2GPI

La physiopathologie du SAPL conduisant a la formation des caillots sanguins n’est que
partiellement ¢lucidée et I’on s’accorde sur un modele en deux temps (215). Tout d’abord, on
observe la présence d’une auto-immunité qui se caractérise par la mise en évidence d’auto-
anticorps dirigés contre les phospholipides et/ou leurs co-facteurs dont la B2GPI qui sont
capable d’induire une activation cellulaire (cellules endothéliales, plaquettes, monocytes,
lymphocytes) sans toutefois étre immédiatement thrombotique. Par la suite, un « deuxiéme
événement » doit se surajouter a 1’état basal d’activation cellulaire pour promouvoir la
coagulation et la fibrinolyse a ’origine de la thrombose. Ce deuxiéme événement qui est
documenté chez plus de 50% des patients thrombotiques répondant a la définition d’un SAPL
comprend une infection, une autre maladie auto-immune, ou encore une autre condition pro-
coagulante (mutation génétique, chirurgie, pilule contraceptive, facteurs de risques
cardiovasculaires surajoutés, tabac etc.) (216,292).

La principale cible antigénique a été identifiée et il s’agit de la B2GPI, une glycoprotéine se
liant a des phospholipides anioniques et qui est constituée de 5 domaines répétés ou « sushis
domains » numérotées de I a V (293). Dans la circulation sanguine, elle circule sous forme
inactive dans le sérum et adopte une conformation en S ou en O (294,295). Pour se lier a sa
cible membranaire phospholipidique chargée négativement, le domaine V, chargé
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positivement, est mis en jeu (293). Cette liaison entraine un changement de conformation : la
B2GPI adopte alors une conformation dite en forme dépliée ou J qui permet 1’exposition du
domaine I et de ses épitopes cryptiques (295,296). Les anticorps reconnaissant les épitopes
cryptiques du domaine I, portés principalement par 4 acides aminés de la glycine G40 a
I’arginine R43, sont capables d’entrainer une dimérisation de la B2GPI a la surface cellulaire
qui est une étape capitale pour I’induction d’un état pro-thrombotique via ’interaction cellulaire
ou I’inactivation de protéine anti-coagulante (214).

Du fait du mode d’action trés particulier des auto-anticorps anti-B2GPI, tous les anti-B2GPI ne
sont pas impliqués en pathologie (214). Ainsi une partie de ces anticorps est générée de manicre
transitoire, a la faveur d’une infection par exemple, et dans ce cas, ils disparaissent sans induire
de risque thrombotique (297). Parmi ces derniers, on retrouve surtout des anticorps dirigés
contre les autres domaines de la B2GPI, de II a V, dont I’implication en pathologie est moins
certaine, dans la mesure ou la dimérisation de la B2GPI semble essentielle pour induire un état
pro-coagulant (298,299).

Dans le cas des auto-anticorps anti-B2GPI pathogenes, la dimérisation de la 2GPI a la surface
des cellules endothéliales ou des monocytes entraine ’activation de plusieurs récepteurs
cellulaires comme ’annexine A2 et les TLR (Toll like receptor) (219,300,301), ou encore
I’ApoE2 et la Gplb sur les plaquettes (220,221,302,303). Les cellules endothéliales et les
monocytes produisent alors des molécules pro-coagulantes, notamment le facteur tissulaire,
principal initiateur de la voie extrinséque de la coagulation. Les cellules endothéliales adoptent,
en parallele, un phénotype pro-inflammatoire qui favorise le recrutement de monocytes ainsi
qu’un phénotype pro-adhésif sur les monocytes via I’expression de diverses sélectines et
intégrines (304,305). Les plaquettes permettent de favoriser la formation du complexe GPIb-
Gpllb/Illa, ce qui induit une production de thromboxane A2 favorisant 1’adhésion puis
I’aggrégation plaquettaire, responsable au total d’un état vasoconstricteur (306,307).

De connaissance plus récente, la cascade du complément est également mis en jeu, comme
montré notamment au décours de travaux réalisés dans des modeles murins de SAPL, qu’ils
soient déficients sur certains récepteurs du complément ou via 1’utilisation de thérapeutiques
inhibant des protéines de la cascade du complément (227-229,308). De ces modeles il ressort
que I’activation de la voie classique du complément participe comme boucle d’amplification a
’activation des différents acteurs cellulaires et a la génération de facteur tissulaire permettant
de lancer la cascade de la coagulation. La consommation du complément est particulicrement
mise en jeu sur les formes de SAPL obstétricaux (226,309). Un role des anaphylatoxines (C3a
et C5a) est également pointé pour favoriser I’induction d’un état pro-inflammatoire (310).

Les autoanticorps anti-B2GPI exercent enfin une activité pro-coagulante via I’inhibition des
protéines anticoagulants naturelles, comme la protéine C inhibant les facteurs V et VIII une fois
clivée a titre d’exemple (223,311). D’autres facteurs sont aussi inhibés, comme 1’anti-
thrombine, le TFPI, ou le t-PA (224,225,312).

c. M¢éthodes de dosages, recommandations actuelles et innovations

La détection des autoanticorps anti-B2GPI se fait classiquement au moyen de la technique
ELISA, mais de nouvelles méthodes tendent a se démocratiser, comme [’identification par
chimiluminescence (CLIA) ou par essais en multiplex, cette derniére permettant la détection
simultanée des différents isotypes IgG, IgM et IgA (313-315).

En raison de l’interférences des anti-CL avec d’autres anticorps c’est la détection des
autoanticorps anti-B2GPI qui présente la plus grande spécificité (241). Toutefois, ce gain
s’accompagne d’une baisse de sensibilit¢ ce qui a amené le comité scientifique de
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standardization (CSS) de la Société internationale de thrombose et d’hémostase (ISTH) a
formuler plusieurs recommandations (316). En premier lieu, la prescription d’un test pour la
recherche des autoanticorps anti-CL et/ou anti-B2GPI est critique et doit étre réservée aux
patients présentant des antécédents de thromboses ou de complications obstétricales ainsi
qu’aux patients souffrant d’une maladie auto-immune ceci afin de limiter les positivités
accidentelles sans explication. Ensuite la technique choisie pour la réalisation du test est
¢galement critique et différents critéres sont a respecter tels que 'utilisation de courbes de
calibrations, 1’utilisation de contrdles positifs et négatifs ainsi que ’utilisation de standards a
chaque série. De plus, la source antigénique est également importante et il est recommander
d’utiliser une B2GPI d’origine humaine dans la mesure ou il existe des anticorps hétérophiles
anti-B2GPI dirigés contre la B2GPI d’autres especes. Cela permet donc d’éviter la détection
d’anticorps hétérophiliques non spécifiques du SAPL. L’utilisation d’une source de f2GPI
purifiée reste également préférable a I’utilisation d’antigénes recombinants (316,317).

Pour la technique ELISA, la densité de B2GPI présente a la surface des plaques ELISA est un
critere important puisque cette densité conditionne la nécessité des autoanticorps anti-B2GPI
pathogéenes de se lier a deux B2GPI proches pour répliquer le schéma de la dimérisation de la
B2GPI nécessaire pour induire le signal d’activation cellulaire. Cette densité est augmentée pour
les plaques ELISA grace a I’utilisation de plaques irradiées (291,316,318,319). En cas de doute
il est toujours possible de confronter les résultats avec ceux obtenus avec des plaques non
irradiées puisque ces derniéres ne sont pas reconnues par les autoanticorps anti-B2GPI
pathogenes. Quelques éveénements rares de fausse positivité sur plaque ELISA peuvent aussi
étre évités via I’utilisation de puits témoins sans cible antigénique, permettant d’éliminer les
faux positifs liés a la présence d’anticorps dirigés contre le support de la plaque (320,321).
Enfin, la duplication des tests, notamment pour les techniques manuelles telles que ’ELISA,
est fortement recommandée pour réduire la variabilité des résultats de tests (316).

Concernant la technique de chimiluminescence, 1’utilisation de billes magnétiques permet
d’assurer la fixation la cible antigénique a une densité élevée tout en réduisant le risque de
liaison non spécifiques grace aux lavages de qualité supérieure (322,323).

Actuellement, seuls les isotypes IgG et M font partie des critéres diagnostiques dans le SAPL
(255). Néanmoins, il est largement admis que les IgG constituent le meilleur isotype pour
I’approche diagnostique (324). Bien que maintenu dans les critéres diagnostiques du SAPL pour
rendre compte de SAPL séronégatifs en IgG mais positifs en IgM par ELISA, la pertinence
clinique du dosage des IgM est débattue, notamment en cas de positivité isolée a taux
faibles/moyens et certains auteurs suggerent de les retirer des critéres diagnostiques
(245,325,326).

Concernant I’isotype IgA, il est retrouvé chez les modéles murins de thrombose, dirigé contre
le domaine I, mais aussi contre les domaines IV et V (327). Les études qui se sont intéressées
a cet isotype indiquent des valeurs pour le rapport des vraissemblances (likelyhood ratios)
comprises entre les IgG et les IgM (328—-330). Une étude a également montré qu’une positivité
isolée des autoanticorps anti-B2GPI d’isotype IgA représentait un marqueur indépendant
prédictif de thrombose sans connaissance d’un SAPL sous-jacent dans les 5 années a venir,
devant d’autres facteurs connus comme 1’age, le sexe, le diabéte ou ’'HTA (331). Les anti-
B2GPI d’isotype IgA peuvent de plus étre utilisés comme marqueur sérologique du SLE, quel
que soit le titre (332). La détection des anticorps IgA pourrait donc étre proposée en seconde
intention, en raison d’une meilleure sensibilité (au prix d’une spécificité plus faible), en cas de
forte suspicion clinique (328,333). Toutefois, 1’absence de standardisation des tests disponibles
sur le marché pour les détecter complique leur intégration formelle aux critéres diagnostiques
de SAPL (334).
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L’association des autoanticorps anti-B2GPI avec la survenue de thrombose s’accroit en cas de
titres élevés, s’ils sont dirigés contre 1’épitope G40-R43 du domaine I de la f2GPI (335), ainsi
qu’en cas de double ou triple positivité avec les autres marqueurs biologiques du SAPL (anti-
CL et LA) (336). Ces dernieres années, la détection des autoanticorps anti-B2GPI dirigés contre
le domaine I a été proposée en fixant directement le domaine I sur une surface hydrophobe en
lieu et place de la B2GPI compléte, ceci afin de favoriser I’exposition des épitopes cryptiques
impliqués en physiopathologie afin d’augmenter la spécificité de la détection avec la survenue
de thromboses. Les corrélations de ces essais aux manifestations cliniques sont fortes (298,299).
Toutefois, la recherche des autoanticorps anti-B2GPI ciblant le domaine I (D1) n’apportent pas
forcément d’informations utiles supplémentaires, notamment en cas de triple positivité, et leur
supériorité par rapport aux tests utilisant la forme totale de la molécule B2GPI restent a
démontrer ainsi que leur capacité a rattraper certains diagnostics négatifs (337). Sans oublier
que les différences entre les tests pratiqués dans chaque centre nécessiteraient de faire 1’objet
d’une standardisation. Enfin, un rdle des anticorps dirigés contre les autres domaines de la
B2GPI sur la survenue d’événements thromboemboliques n’est pas a exclure puisque certaines
¢tudes ont pu décrire une association avec les autoanticorps anti-B2GPI ciblant les domaines IV
et V qui pourrait de plus s’associer avec une variation isotypique (329,338). Pour conclure sur
les autoanticorps anti-B2GPI du domaine I et d’isotype IgG, ces derniers pourraient trouver une
place utile non pas pour le diagnostic, mais en tant que test additionnel pour définir un facteur
de risque supplémentaire a la survenue de thromboses (339).

En pratique, 1’utilisation de tests automatisés représentent des alternatives viables, voire méme
souhaitables pour les laboratoires en raison d’une meilleure reproductibilité, d’une meilleure
corrélation des tests anti-B2GPI et anti-CL entre eux, la possibilité de ne pas faire de duplicats
d’apres les recommandations internationales, I’économie de réactifs et la réalisation rapide des
tests permettant un gain de temps non négligeable. Ces méthodes semblent posséder de
meilleures spécificités et corrélations vis a vis des manifestations cliniques, notamment pour la
chimiluminescence (340-342). Les tests multiplex sont également meilleurs mais peuvent
sembler compliquées a mettre en place en routine (328,343). En revanche, les tests
fluorimétriques peinent a s’imposer face a I’ELISA dans les quelques études disponibles
(344,345).

d. Méta-analyse

Une méta-analyse a donc été réalisée afin d’évaluer la force d’association entre la détection des
autoanticorps anti-B2GPI et un événement thrombotique en tenant compte de 1’isotype des
autoanticorps et de la méthode utilisée (ELISA ou CLIA) sur la base de 8 études répondant a
ces critéres. La moyenne des Odds ratio apparait comme étant deux fois supérieurs suite a
I’utilisation de la CLIA pour la détection des anticorps versus I’ELISA, a la fois pour les IgG
et les IgM. Cette analyse révele aussi la forte association des IgG avec la survenue de
thromboses, comparativement aux IgM dont les Odds ratio sont a peine supérieurs aux seuils
de significativité.

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 24. Comparaison des Odds-ratios obtenus pour les anticorps anti-p2GPI d’isotype IgG ou IgM en fonction de la
technique mise en place (ELISA ou CLIA) sur la base de 10 études comparatives (231)

e. Conclusion et « Take home messages »

En conclusion, le role central joué par les autoanticorps anti-B2GPI dans la physiopathologie
du SAPL a permis l’inclusion des anti-B2GPI d’isotype IgG et IgM dans les criteres
diagnostiques de 2006. Depuis, plusieurs améliorations des tests diagnostiques ont été
proposées. Tout d’abord, des tests basés sur 1’utilisation d’un B2GPI d’origine humaine puis
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des tests ciblant le domaine I de la B2GPI humaine afin d’en améliorer la spécificité. Toutefois,
la possibilité qu’il existe d’autres épitopes pour la B2GPI potentiellement pathogénes et situés
sur d’autres domaines que le domaine I invitent a la prudence et donc a privilégier 1’utilisation
d’une forme totale. La supériorité nette des IgG sur les [gM a conduit & une remise en question
de I'utilité de ces derniers par certains auteurs. Par ailleurs, I'utilisation des anti-B2GPI IgA
pourrait s’envisager de maniére plus large en raison d’une plus grande sensibilité de cet isotype,
notamment en deuxiéme intention dans les cas de forte suspicion clinique. Enfin, les progres
réalisés sur les techniques de dosages permettent actuellement de concurrencer le classique test
ELISA. Les essais par technique CLIA ou multiplex sont de plus en plus utilisés et les études
récentes montrent des résultats supérieurs pour le dosage des anti-B2GPI, ce qui suggere
fortement de les mettre en place en routine.

Take home messages

e LaB2GPI correspond a I'auto-antigene central dans la pathogénie du SAPL. La liaison
d’un autoanticorps anti-B2GPI a la B2GPI conduit a la modification de conformation
puis la dimérisation de cette derniére, permettant alors la transmission d’un signal
influencant le phénotype procoagulant des acteurs cellulaires. Une activation
paralléle de I'activité du complément et I'existence préalable de facteurs de risque
sont alors responsable de la thrombose.

e Latechnique historique de détection est I'ELISA, encore largement utilisée, mais les
dosages par chimiluminescence ou technique multiplexe représentent de meilleures
alternatives, avec une plus forte corrélation avec la symptomatologie du SAPL, en
plus des avantages techniques inhérents aux systemes automatisés.

e Lerole des anti-B2GPI d’isotype IgM reste encore controversé, et leur place dans le
diagnostic sera possiblement rediscuté a I'avenir

e Les anti-B2GPI d’isotype IgA sont un dosage d’intérét en deuxieme intention en
raison d’une sensibilité élevée et une association significative avec la survenue
d’évenements cliniques. Les limitations actuelles sont d’ordre technique car des
recommandations concernant leur standardisation n’ont pas encore été proposées.

e Les anti-B2GPI IgG dirigés spécifiquement contre le domaine | sont trés fortement
associés aux évenements thrombotiques et font le lien avec la physiopathologie. En
revanche, sur le plan diagnostique, leur supériorité vis-a-vis des autoanticorps a
B2GPI IgG classiques n’est pas prouvée. Leur role peut étre envisageable en tant que
marqueur pronostique additionnel.

2. Publication n°2: Antiphospholipid autoantibody detection is important in all
patients with systemic autoimmune diseases

a. Introduction

Deux formes de syndrome des antiphospholipides (SAPL) sont classiquement décrites : le
SAPL primaire, ou le SAPL secondaire, lorsqu’associé a une autre MAI (215). Dans les deux
cas, le diagnostic est réalisé sur la base des critéres de 2006, avec la survenue d’un événement
thrombotique associé & au moins un marqueur biologique comprenant le lupus anticoagulant
(LA), les anticorps anti-cardiolipines (anti-CL) et les autoanticorps anti-B2GPI de spécificité
IgG ou IgM (255). Cependant, si la prévalence de ces anticorps antiphospholipides (anti-CL,
anti-B2GPI et/ou LA) reste élevée dans la population générale, avec une positivité comprise
entre 1 et 5%, ce n’est pas le cas d’un événement thrombotique qui reste rare avec une incidence
de 5 nouveaux cas par 100000 habitants et par an. Cette dissociation constitue donc une zone
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d’incertitude importante concernant I’impact de la positivité chronique de ces anticorps, et en
particulier chez les patients ayant une MAI non spécifique d’organe, ce qui les prédisposent par
voie de conséquence au développement d’un SAPL secondaire. Afin de mieux caractériser ces
derniers, la cohorte PRECISESADS, ayant réuni pres de 2000 patients, a été exploitée afin de
préciser le risque associé a une positivité des anti-CL, anti-B2GPI et du LA. Pour cette étude,
nous avons considéré d’une part les patients SLE qui sont particuliecrement a risque de
développer un SAPL secondaire (346), mais également, d’autre part, les patients non-SLE pour
lesquels peu de données sont actuellement disponibles dans la littérature.

b. Principaux résultats

L’analyse des données révele une augmentation significative de la prévalence du LA, des anti-
CL d’isotype IgG et des anti-B2GPI d’isotype IgG (p< 10** pour les 3 paramétres) chez les
patients atteints de MAI non spécifiques d’organes comparativement a la population générale.
Une absence de significativité est notée pour les isotypes IgM. Dans la mesure ou une tres forte
corrélation entre les anti-B2GPI et les anti-CL était notée (r>0,93, p<10-4), ces deux parametres
ont été associés pour la suite des analyses. Deux groupes de patients ont également été
constitués : un groupe comprenant les patients lupiques, ayant une prévalence assez élevée en
anti-PL de 57,6% et un groupe de patients « non-SLE » avec une prévalence moindre mais non
négligeable en anti-PL de 13,7%.

Dans chacun de ces groupes, la positivité du LA et/ou ou des auto-anticorps de spécificité IgG
était fortement associé a la survenue de thromboses, a la fois chez les patients SLE (p< 10%)
mais également chez les patients non-SLE (p<107*). La double positivité anticorps + LA accroit
d’autant plus le risque de survenue d’un événement thrombotique. Une détermination des odds
ratio pour la survenue d’une thrombose ou d’une fausse-couche a été effectuée et est récapitulée
dans la figure suivante.

D’autres associations avec certaines manifestations cliniques (fibrose pulmonaire, aggravation
des fonctions pulmonaires, hypertension, Iésions des valves cardiaques, arthralgies) et certaines
manifestations biologiques (créatininémie anormale, baisse des fractions du complément,
hypergammaglobulinémie) ont aussi été retrouvés de manicre significative, mais a des degrés
d’importance moindres, dans I’un et/ou 1’autre de ces deux groupes. De manicre intéressante,
une association avec la consommation du complément est retrouvée, ce qui peut facilement étre
mis en lien avec la physiopathologie du SAPL. En effet, plusieurs études ont montré une
consommation du complément par le biais des voies classiques et alternatives dans le SAPL
primaire (227,347). Concernant les auto-anticorps d’isotype IgM, une association faible a été
retrouvée pour la survenue d’une thrombose (p=0,02) avec des taux faibles d’IgM, et la
survenue de fausses couches a des taux élevés (p=0,003), uniquement chez les patients non-
SLE. En regroupant I’ensemble des patients atteints de MAI, ces associations statistiques avec
les anticorps IgM sont perdus, en accord avec les données de la littérature partagés sur I’ intérét
réel des IgM (322,348-350).

Figure supprimée afin de respecter les droits d’auteur

Fig 25. Odds ratio calculés pour la survenue d'une thrombose (A et B) ou d'une fausse couche (C et D) chez des patients SLE
(A et C) ou non-SLE (B et D), selon la positivité des anticorps anti-phospholipides et/ou du drVVT

c. Conclusion et « Take home messages »

Cette étude est ’'une des premiéres a étudier I’'impact clinique des anticorps anti-phospholipides
dont la positivité du LA sur une cohorte européenne de patients atteints de MAI non spécifiques
d’organes. Les analyses sérologiques ont été centralisées et réalisées a Brest, ce qui permet de
limiter les variations inter-réactifs et inter-centres et d’assurer des comparaisons fiables des
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données, en tenant compte des facteurs confondants et en proposant différents seuils de
positivité optimisés. Le profil aPL retrouvé permet de distinguer un groupe de patients lupique
ainsi qu’un groupe de patients non-lupiques pour lequel le risque de survenue d’événements
thrombo-embolique est moindre mais réel. Le dosage des autoanticorps antiphospholipides
chez I’ensemble des patients MAI reste donc essentiel pour ne pas méconnaitre un risque
potentiel de thrombose.

Take home messages

e La détection des anti-PL reste fréquente chez les patients atteints de MAI
comparativement a la population générale

e Cette positivité est plus importante chez les patients SLE (57,6%) que chez les
patients non-SLE (13,7%)

e Les performances du test LA (dRVVT) et des anticorps anti-CL +/- anti-B2GPI a titre
moyen ou élevé sont similaires, et prédisent notamment un risque accru de
survenue de thromboses et de fausses-couches, a la fois chez les patients SLE et les
patients non-SLE.

e Enrevanche, les IgM ne sont que faiblement associés avec la survenue de fausses-
couches, et ce uniquement chez les patients non-SLE.

e Le dosage des anticorps antiphospholipides chez I'ensemble des patients ayant une
maladie autoimmune reste capital pour ne pas méconnaitre un risque potentiel de
thrombose.

3. Publication n°3: An elevated polyclonal free light chain level reflects a strong
interferon signature in patients with systemic autoimmune diseases

a. Introduction

Les maladies auto-immunes systémiques partagent des caractéristiques physiopathologiques
communes telles que l'inflammation chronique, la présence d’une signature interferon (IFN)
active conduisant a l'initiation d'une immunit¢ de type Thl, ainsi que l'hyperactivation
pathologique des lymphocytes B (351,352). Concernant les LB, on retrouve une activation
inappropriée des lymphocytes B qui se différencient en plasmocytes, responsables d’une
synthése exagérée d’immunoglobulines associées a des chalnes légéres libres (CLL)
polyclonales sécrétées en exceés de manicre conjointe. Ces CLL correspondent de ce fait a un
produit secondaire de la fabrication d’immunoglobulines, et de par leur demi-vie trés réduite
dans le sérum (2 a 6h) comparativement aux immunoglobulines (3 semaines environ pour
I’IgG), elles représentent un marqueur intéressant pour suivre I’activation des LB dans les
maladies auto-immunes en temps réel (353,354). Un des biais potentiels du dosage des CLL
pour étudier I’activation des lymphocytes B est li¢ a leur élimination strictement rénale, d’ou
un risque d’augmentation secondaire en cas d’insuffisance rénale. Afin de préciser la place
potentielle des CLL dans les maladies auto-immunes, la cohorte PRECISESADS a une nouvelle
fois été mise a profit. Les taux de CLL ont été évalués a Brest chez pres de 2000 patients atteints
de MAI systémiques (LES, SjS, PR, SAPL, MCTD, UCTD, SSc) et un peu plus de 600 témoins
sains. Les analyses effectuées ont permis d’évaluer la prévalence des CLL chez les patients
atteints de maladies auto-immunes, les associations/corrélations avec les paramétres cliniques,
I’activité¢ de la maladie, I’influence des traitements, et les liens avec les autres marqueurs
biologiques, en accordant un intérét particulier a la signature IFN identifiée chez les patients.
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b. Principaux résultats

Une augmentation polyclonale des CLL caractérise les patients auto-immuns de la cohorte
PRECISESADS. En effet, un exces de CLL a été retrouvé dans tous les groupes de patients
atteints de MAI, allant de 12-17% dans la PR, 14-20% dans 'UCTD, 22-30% dans la SSc, 24-
36% dans la SjS, 29-32% dans la MCTD, 30% dans I'APS, et 30-37% dans le LES en
considérant ’ensemble des patients atteints de MAI, ainsi que les patients MAI ayant une
fonction rénale normale, respectivement. Ainsi, I’augmentation des CLL semble provenir de
manicre prédominante d’une production polyclonale chez les patients atteints de MAI et ce
mécanisme est amplifié¢ en cas d’atteinte rénale.

De nombreuses associations avec la clinique ont pu étre observées, avec notamment de maniére
attendue I’atteinte rénale, mais aussi avec ’inflammation, 1’hypertension artérielle, I’anémie
hémolytique, 1’arthrite érosive, la présence d’une péricardite ou d’une effusion pleurale,
I’aggravation des fonctions pulmonaires, la présence d’un syndrome sec ou encore d’une
thrombose veineuse. Ces manifestations sont les signes cliniques principaux retrouvés dans les
diverses MAI étudiées, en accord avec plusieurs études précédentes (355-357). En retirant le
biais de I’atteinte rénale, une partie des significativités persiste, soulignant le fait que les chaines
légeres libres sont augmentés de maniére partiellement indépendante de la fonction rénale, avec
une association forte a I’inflammation biologique systémique. Parallelement a ces observations,
I’étude des traitements n’a montré aucune association avec le taux de CLL.

Chez les patients SLE et SjS pour lesquels les scores SLEDAI et ESSDAI ont pu étre calculés,
une association des CLL avec ’activité de la maladie a été retrouvé de maniére significative, y
compris en cas d’absence d’atteinte rénale. De méme, chez les patients SSc, la capacité vitale
forcée (CVF) était plus abaissée en cas de dosage des CLL augmenté, la CVF étant un marqueur
pronostic de la progression vers des stades avancés de fibroses et d’inflammation (358).

Par ailleurs, de tres fortes associations entre auto-anticorps et I’abaissement du complément ont
été identifiés avec les CLL. De maniére intéressante, deux groupes d’auto-anticorps peuvent
étre définis selon leur association avec les CLL, et ce, toujours indépendamment de la fonction
rénale : un groupe tres fortement corrélé incluant les anticorps anti-protéines liant I’ARN (SSA,
SSB, Sm, U1-RNP), les anti-ADNdb, et le facteur rhumatoides; et un autre groupe pas ou peu
corrélé comprenant les anti-CCP2, les anticorps associées a la sclérodermie (anti-centromeres
et anti-Scl70), et les anticorps reliés a la thrombose (anti-phospholipides anti-CL et anti-B2GPI
d’isotype IgG ou M, anti-malondialdéhyde ou anti-MDA IgM, anti-phosphorylcholine ou anti-
PC IgM). Une explication potentielle de cette dichotomie réside dans la capacité du groupe
d'autoanticorps associés aux FLC de former des complexes immuns (par exemple avec des
cellules apoptotiques), qui sont connus pour activer la voie du complément et pour augmenter
la production d'IFN de type I par les cellules dendritiques plasmacytoides et les monocytes.
Cela favorise alors en retour la différenciation des plasmablastes et la production
d'immunoglobulines (359,360).

Concernant I’abaissement des fractions du complément, un effet des FLC pour promouvoir
directement la consommation de complément a précédemment été proposé, impliquant la
liaison des FLC au facteur H, qui accélére la consommation de la C3 convertase (361). Ce
mécanisme pourrait présenter un intérét particulier dans les maladies pour lesquelles 'activation
du complément est associée a des manifestations cliniques graves. Dans le LES, I'activation des
voies du complément classique et alternatif induit le dépdt de divers composants du
complément avec les immunoglobulines et est responsable de la glomérulonéphrite lupique,
indiquant ainsi une maladie active (362). Ces ¢éléments peuvent étre liés a 1’association
significative entre CLL et score SLEDALI élevé. De plus, 'activation du complément est décrite
dans le SAPL, notamment le SAPL obstétrical, et peut étre responsable de pertes feetales ou de
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retard de croissance intra-utérin. Dans la PR, on observe également une consommation
accélérée et une hyperproduction des fractions du complément décrites dans les liquides
synoviaux. Enfin, I'hypocomplémentémie est fréquemment décrite dans la SjS et est associée a
un mauvais pronostic des patients, en lien avec un score d’activité ESSDAI élevé chez les
patients ayant un taux de CLL élevé (363).

Enfin, les CLL sont tres fortement corrélés a la positivité des signatures IFN-a, -3 et -y, sur la
base de deux scores IFN distincts proposés respectivement par Kirou et Obermoser (74,92),
faisant suspecter I’implication des IFN de type I et II dans la production des CLL.

Une activité €levée de I'IFN a déja été décrite dans plusieurs MAI (352). Dans le LES,
l'activation de la voie de I'lFN permet d'identifier un sous-groupe de patients atteints de LES
présentant des caractéristiques sérologiques distinctes et une activité plus forte de la maladie.
Il est d’ailleurs intéressant de noter que les auto-anticorps associ€s a ce sous-groupe sont les
mémes que ceux rapportés dans notre étude, a savoir des auto-anticorps dirigés contre les
protéines de liaison de I'ARN (ENA, extractable nuclear antigens) (74,364), ce qui suggére une
interaction entre I'inflammation induite par 1'l[FN, la production d'auto-anticorps anti-ENA et la
production de CLL dans une boucle d'amplification pour refléter une maladie cliniquement
active. Les signatures d'IFN-f et -y sont également décrites chez les patients atteints de LES et
ont conduit a la stratification des patients en fonction de cette signature d'IFN. Les patients
ayant un score d'IFN faible a absent (0 a 1 module), c'est-a-dire une signature d'IFN-a
uniquement, peuvent étre opposés aux patients ayant un score d'IFN modéré a élevé (2 a 3
modules), c'est-a-dire des signatures d'IFN-a, -f et -y. Dans ce dernier cas, une association
spécifique a ¢ét¢ établie avec une maladie rénale active, la présence d'anti-ADNdb et
I'hypocomplémentémie, ce qui est également constatée chez les patients présentant une CLL
¢levée dans notre cohorte (365,366). En effet, I’association la plus forte avec les CLL est
obtenue lorsque tous les modules sont significativement élevés. Dans la PR, de maniére
intrigante, un niveau ¢élevé d'IFN de type I permet de prédire la réponse aux anti TNF-o, mais
pas au rituximab, un anticorps monoclonal déplétant les cellules B, ce qui confirme le fait que
la signature de I'I[FN de type I dans la PR induit une forte activité inflammatoire, mais pas une
production élevée d'auto-anticorps par les cellules B, en accord avec 1'indépendance observée
entre les niveaux de CLL et la production d'anti-CCP2 (367).

Afin d’étayer davantage ce lien entre signature IFN, inflammation et synthése des FLC,
plusieurs cytokines inflammatoires appartenant a la famille des IFN de type 1 et de type 2 ont
¢été mesurées et ont ét¢ corrélées de manicre significative avec des niveaux totaux de CLL plus
¢levés. Parmi elles, les deux cytokines les plus importantes retrouvées au cours de notre étude
étaient le TNF-RI et la CXCL10. Toutefois, cette analyse n'était pas exhaustive et doit étre
approfondie.

Le TNF-a peut se lier a deux récepteurs de surface cellulaire, le TNF-RI et le TNF-RIIL. La
présence de ces récepteurs dans le sérum des patients atteints de PR s'est révélée plus importante
que celle des témoins et a été associée a un score d'activité de la maladie plus élevé (DAS28)
et a un état inflammatoire anormal (368). Le TNF-RI a également été décrit comme étant accru
chez les patients atteints de LES par rapport aux témoins (369), et il était particulicrement
intéressant pour prédire les poussées de la maladie (370). Il est a noter que l'utilisation d'un
inhibiteur du TNF-RI dans un modéle murin de lupus a été efficace pour prévenir les 1ésions
cutanées (371). Moins d’éléments probants ont été retrouvées pour le SjS, mais le TNF-RI est
toujours détecté a des taux significativement plus élevés chez les patients que chez les témoins
(372). Enfin, le TNF-RI s'est avéré étre augmenté au sein des lymphocytes T dermiques de
patients atteints de sclérodermie cutanée diffuse. Ces lymphocytes étaient alors plus enclins a
générer un microenvironnement pro-inflammatoire aprés un engagement CD3/CD28 et avec
une co-stimulation par les ligands du TNF-RI. Le microenvironnement crée par les lymphocytes
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T dermiques induit alors une production élevée et prolongée du collagéne de type I, ce qui
soutient le réle de la voie du TNF-RI dans I'induction de la fibrose dans la SSc (373). Ceci est
en accord avec nos résultats selon lesquels il existe une altération de la fonction pulmonaire
chez les patients atteints de MAI avec des niveaux élevés de FLC totale, possiblement en raison
de l'inflammation associée et de 1’activation de la voie du TNF-RI.

D'autre part, la CXCL10, ou IP10 (interferon gamma induced protein 10), est une cytokine
responsable du recrutement et de l'activation des effecteurs Thl, principalement induits par
I'TFN-y. CXCL10 est notamment impliquée dans le maintien d’une inflammation pathologique
chronique, et la sécrétion anormale de cette cytokine a été décrite dans plusieurs MAIL Dans la
PR, il a ét¢ montré que l'expression de CXCL10 était élevée dans le sérum et les articulations
des patients (374). De méme, dans un mod¢le murin, CXCL10 participe a la destruction osseuse
en permettant une régulation positive du RANK-L sur les cellules T CD4 qui, en retour,
augmentent la production de CXCL10 par les progéniteurs d'ostéoclastes, établissant ainsi une
boucle de rétroaction positive entre les deux types de cellules. CXCL10 induit ainsi 'activation
et la différenciation des ostéoclastes de maniére dose-dépendante. L'utilisation d'un anticorps
anti-CXCL10 bloque la différenciation des ostéoclastes, empéchant ainsi la progression de
l'arthrite chez les souris qui présentent moins de séquelles histologiques que les témoins (375).
Dans le LES, CXCLI10 a également été associée a des formes plus séveres, a une positivité de
'anti-ADNdb et a une diminution du complément, ce qui est un profil qui ressort également de
nos données (376). Dans un modele murin de sialadénite auto-immune imitant le SjS,
l'utilisation d'un antagoniste de la CXCL10 empéche la progression de la maladie avec une
diminution de la production d'IFN-y, soulignant le lien entre les deux cytokines (377). En ce
qui concerne la SSc, une analyse des patients a montré qu'outre les chimiokines Th2 (CCL17
et CCL22), CXCL10 était détectée dans des proportions significativement plus élevées chez les
patients présentant une SSc diffuse ou localisée par rapport aux témoins normaux (378). Enfin,
un réle clair du CXCL10 produit par les macrophages pour induire la différenciation des
plasmocytes et la production d'anticorps spécifiques a l'antigéne in vivo a récemment été
démontré, soulignant un mécanisme de production secondaire de CLL via une cytokine
inflammatoire liée a la signature de I'lFN (358). CXCL10, dont la sécrétion est accrue via la
signalisation IFN, se lie ainsi au CXCR3 des lymphocytes B mémoires afin de terminer leurs
différenciations en plasmocytes (379), ce qui établit un lien complet entre 1'inflammation
médiée par I'I[FN et la différenciation des cellules B.

Ces résultats sont cohérents avec la participation de I'lFN de type I et de type II ainsi que de
plusieurs cytokines pro-inflammatoires pour induire des maladies plus séveres. La sécrétion
importante de CLL refleterait alors avec précision l'inflammation médiée par I’IFN, ainsi que
l'activation pathologique des lymphocytes B chez les patients atteints de MALI

c. Conclusion et « Take home messages » :

Cette étude est la premiére visant a évaluer I’implication d’un dosage élevé des CLL dans les
maladies auto-immunes non spécifiques d’organes. Les principales conclusions sont liées au
fait que (i) la stimulation immunitaire plutot que l'altération de la fonction rénale augmente les
CLL de maniére polyclonale dans les maladies auto-immunes ; (ii) des niveaux élevés de CLL
sont associés a une activité de la maladie plus importante, a une inflammation systémique et a
un profil spécifique d'auto-anticorps ; et (iii) une relation entre des niveaux élevés de CLL et
une forte signature d'IFN a été mise en évidence. Les CLL reflétent ainsi I’'immunité adaptative
en montrant le degré de production d'auto-anticorps et l'activité des lymphocytes B, mais
également I'immunité innée au travers de leur induction par la signalisation IFN. La mesure des
CLL, en particulier chez les patients dont la fonction rénale est stable, serait alors intéressante
pour évaluer l'activité de la maladie en temps réel avec un test déja largement utilisé, peu
coliteux et fiable.
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Il serait également intéressant de compléter ces observations par une étude longitudinale pour
évaluer la variation des CLL dans le temps en fonction de l'activité de la maladie et des
parametres inflammatoires, et ainsi définir I’intérét des FLC dans la prédiction des rechutes
et/ou de la réponse thérapeutique.

Take home messages

e L’activation inappropriée du compartiment B chez les patients atteints de maladies
autoimmunes non spécifiques d’organes est responsable d’une augmentation
polyclonale des CLL, de maniére prépondérante par rapport a la hausse induite par
une éventuelle insuffisance rénale

e Les patients présentant des niveaux élevés de CLL ont une activité de la maladie plus
sévere et un profil pro-inflammatoire marqué

e L[’‘augmentation des CLL est retrouvée principalement chez des patients présentant
des profils spécifiques d’auto-anticorps, et un abaissement des fractions du
complément

e Une corrélation entre niveau élevé de CLL et signature IFN forte a été établi : les CLL
refletent ainsi a la fois I'immunité adaptative mais également I'immunité innée

e Les CLL représentent ainsi un potentiel marqueur d’intérét fiable, simple a mettre
en ceuvre, et de faible colt pour suivre I'ensemble des patients atteints de maladies
autoimmunes avec plusieurs niveaux de lecture




III.  Conclusion et Perspectives

De par leur fréquence, leur diversité et leur morbidité élevée, les MAI ont été particuliérement
étudiées ces dernieres décennies. Elles sont le résultat d’un dysfonctionnement du systéme
immunitaire qui va diriger une réponse contre ses propres constituants. Leur étiologie est
complexe, mélant facteurs de risques génétiques, €pigénétiques et environnementaux. Le
diagnostic d’'une MAI est évoqué sur un ensemble d’arguments cliniques et biologiques
répondant aux critéres de classification internationaux actuellement en vigueur. Parmi les tests
biologiques accessibles de nos jours, on retrouve une multitude de marqueurs biologiques
spécifiques et non spécifiques pour chacune de ces MAIL. Leur role est principalement
diagnostic, mais aussi fréquemment pronostic, thérapeutique, ou d’intérét pour le suivi des
patients. De ce fait, ces marqueurs sérologiques sont essentiels a la caractérisation précise du
profil de chaque malade.

La majorité de ces marqueurs a été¢ découverte grace a 1’étude approfondie des différentes
physiopathologies sous-jacentes a chaque MAI La recherche translationnelle a ensuite permis
le passage croissant de nombreux marqueurs en pratique clinique, apportant ainsi plus
d’informations mais complexifiant les profils observés. De cette maniére, de nombreux auto-
anticorps sont désormais utilisés en pratique courante. Plus récemment, le dosage de certaines
cytokines comme I’'[L-6, le TNF ou BAFF, ou encore [I’identification de signatures
transcriptomiques comme la signature IFN, permettent d’affiner le diagnostic, le pronostic, le
suivi, et/ou de proposer un choix toujours plus judicieux de traitement en fonction du profil
biologique de chaque patient. Ces découvertes ont ouvert la voie a de nouvelles perspectives
thérapeutiques, comme les thérapies anti-BAFF ou anti-IFN, et qui peuvent étre personnalisées
en fonction de chacun des malades.

La caractérisation toujours plus fine des différentes signatures retrouvées chez les patients,
qu’elles soient génomiques, transcriptomiques, €pigénomiques, métabolomiques, protéomiques
etc. est aujourd’hui essentielle afin de proposer une nouvelle approche globale des MAL
L’objectif est ainsi d’identifier les mécanismes physiopathologiques communs a I’ensemble des
processus auto-immuns, tout en distinguant également les spécificités de chaque MAI, afin
d’aboutir a de nouveaux traitements les plus adaptés possibles a la situation clinique. La
caractérisation du profil biologique au sens large des patients est le but principal de 1’étude
PRECISESADS, ayant réuni plus de 2000 patients, et qui a déja été exploité dans deux des trois
publications proposées précédemment. Les nombreuses données générées par cette étude sont
actuellement en cours d’analyse, avec la perspective finale de proposer une nouvelle
classification des MAI selon leurs caractéristiques biologiques.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: High amount of polyclonal free light chains (FLC) are reported in i i di (SAD) and we

Autoimmune diseases took advantage of the PRECISESADS study to better characterize them. Serum FLC levels were explored in 1979
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total FLC among patients with a high I[FN« and IFNy Kirou's score, a strong IFN modular score, and the detection in
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level of FLC, in association with a strong IFN si , defines a subgroup of SAD pati including those

without renal affectation, characterized by increased disease activity, autoreactivity, and complement reduction.
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E. Bettacchiolf et al.
1. Introduction

Chromc multisystem au(olmmune diseases, referred to as systemic
di (SAD), are d of unknown etiology with ge-
netic, epigenetic, sex bias and environmental predispositions [1]. SAD
are characterized by a wide range of clinical manifestations and the
production of one or more autoantibodies from a large panel of
non-organ specific autoantibodies directed at endogenous material, such
as cellular and nuclv.‘ar targets (e.g. anticardiolipin, anti-dsDNA), im-
(e.g. rh id factor), and post-translationally modi-
ﬁed proteins (e.g. CCP). However, at early stages, inflammation and
dysregulation of the interferon (IFN) pathway represent common fea-
tures that characterize SAD and drive the immune response [2]. When
activated, usually in concert IFN type I (e.g. IFNa, produced mainly by
dendritic cells) and type II (IFNy, produced by NK cells) promote innate
immunity, TH1 phenotype, B cell activation, and plasma cell differenti-
ation. The expression levels of IFN stimulated genes are used to evaluate
the IFN activity status in patients.

In SAD, B cell homeostasis is disturbed [3-6] and B cell activation into
plasma cells is associated with exaggerated polyclonal synthesis of im-
munoglobulins together with a slight excess of polyclonal free light
chains (FLC) concurrently, with normal kappa(x)/lambda(’) ratios.
Considered as a waste product of immunoglobulin production, FLC have
a serum half-life of 2-6h, which is 100-200 fold less than immuno-
globulin G, and, as such, represent an ideal marker to follow B cell
activation as reported in SAD such as SLE, RA, and SjS [7]. Moreover, it is
likely that SAD patients present renal impairment in which case an FLC
level increase can result not only from overproduction, but also from
reduced clearance due to reduced glomerular filtration, Regarding the
physiological impact of elevated FLC levels, it has been suggested that
FLC are able to inhibit innate immune functions that can contribute to an
increase in infections [8], to activate mast cells leading to their degran-
ulation [9], and to promote alternative complement cascade activation
and, in turn, nephropathy [10]. An association between elevated FLC
levels and an inflammatory burden is also described [11], as well as the
capacity of monoclonal FLC to form precursors of amyloid fibrils in

yloidosis [12]. The possible use of FLC as a biomarker in SAD is
further supported by its correlation with disease activity and autoanti-
body production.

In order to better address the place of FLC in SAD, serum FLC levels
were determined in a cross-sectional study including 1979 patients with
SAD and 614 healthy controls enrolled in the European's PRECISESAD
study. Objectives of the analysis were related to the prevalence of
elevated FL.C levels in SAD, associations and/or correlations with clinical

di activity, t autoantibodies and the interplay
wﬂ.h the IFN signature in SAD.

2. Material and methods
2.1. Patients

During the 5-year PRECISESADS project, 1979 SAD patients and 614
healthy controls (HC) were recruited from 18 centers in Europe. Ac-
cording to widely-used classification criteria [13-18], 463 patients with

ic lupus eryth (SLE), 373 patients with rheumatoid
anhnns (RA), 379 patients with Sjogren syndrome (SjS), 397 patients
with systemic sclerosis (SSc), 106 patients with primary antiphospholipid
syndrome (APS), and 98 patients with mixed connective tissue disease
(MCTD) were included for this study. In addition, 163 patients with
undetermined connective tissue disease (UTCD) were selected based on
the detection of antinuclear antibodies (ANA > 1:160) with or without
specific autoantibodies and clinical features of SAD but without fulfilling
(i) the aforementioned classification criteria; (i) 3 criteria of the SLE
classification; or (iii) an early sy ic sclerosis diagnosis [19].

Fifty four relevant bio-clinical parameters were collected for every
patient on the PRECISESADS project (supplementary S2 document), and
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among them 15 were further analyzed based on their association with
FLC overexpression in the SAD population: pleural effusions, venous
thrombosns. sicca syndrome, gangrene of the fingers, worsening lung
fi pul y hyper pericarditis, erosive arthrits, hae-
molytic ia, and systemic hyper as well as the following
paraclinical markers: inflammation (C-reactive protein > normal (N) or
erythrocyte sedimentation rate>30 mm in the absence of current infec-
tion), leucopenia (white blood cells <3000 cells/mm3 or lymphocytes
<1000/mm3 or neutrophils <1500/mm3), abnormal serum creatinemia
(>20% N or increase of >50% versus baseline or a glomerular filtration
rate <60ml/min), proteinuria (excess of proteins in urine >500mg/
24h), and i hemolytic ia (hemoglobin < N and hapto-
globin < N and positive direct Coombs test). In subanalysis, two sub-
groups of patients were established to exclude (i) p with chronic/
acute infections and/or a history of cancer; and (ii) patients with renal
impairment, based on the presence or past detection of proteinuria and/
or abnormal serum creatinine.

Disease activity measures included a 0-100 visual analogue scale
(VAS) for global disease activity based on the physician's judgement that
was done for all SAD patients. As disease specific activity determination
was facultative in the PRECISESADS project, available data include SLE
disease activity index (SLEDAI) for 321 SLE patients [20], §jS disease
activity index (ESSDAI [21]) for 195 SjS patients and pulmonary func-
tional tests in 204 SSc patients. For pulmonary functional tests, the forced
vital capacity (FVC) that measures how much air you can inhale, the
diffusing capacity (DLCO) that measures the oxygen capacity that dif-
fuses from the air into the bloodstream?, and the ratio FVC/DLCO to
predict pulmonary artery hypertension were studied.

The Ethical Review Boards of the 18 participating institutions
approved the protocol of the study, which adhered to the standards setby
the International Conf e on Har ization and Good Clinical
Practice (ICH-GCP), and to the Declaration of Helsinki. The study is
registered with number NCT02890121 in ClinicalTrials.gov.

2.2, Free light chains (FLC) assay

FLC kappa (FLC-x) and lambda (FLC-%) were determined at a single
center (Brest, France) using the Freelite® assay through turbidimetry
(SpaPlus, The Binding Site, Birmingham, UK). FLC-x, FLC-}, total FLC
(x+4), and x/) ratio measures were collected for every patient and
healthy controls. For cut-off selection and their comparison, the receiver
operating characteristic (ROC) curves were calculated, and the Cohen's
kappa coefficient was used for inter-reliability.

2.3. Autoantibody assays

A strategy for determining a broad range of autoantibodies in a single
center (Brest) was applied, utilizing two distinct panels. The first panel
was performed for all samples and included analysis of anti-ENA, anti-
CPP2, anti-p2GPI IgG and IgM, anti-CL lgG and IgM ann-dsDNA and
anti-centromere autoantibodies using the ¢ il ent -
nalyser IDS-ISYS (Immunodiagnostic, Boldon, UK). With a positive result
from the anti-ENA screening test that includes an au(oanugen mmure,
second distinct panel was screened for the corresponding
Sm, U1-RNP, SSA 52kDa, SSA 60kDa, SSB, and anti-Scl70. In all in-
dividuals, an ELISA was used for anti-dsDNA-NcX/chromatin detection
(Euroimmun, Luebeck, Germany), and turbidimetry to determine rheu-
matoid factors (RF), complement fractions C3 and C4, and in an unse-
lected subgroup for IgG/A/M isotypes (The Binding Site). The cut-off was
chosen according to the manufacturer’s instructions except for anti-
dsDNA (40 Ul/mL) and RF (20 Ul/mL) based on results of ROC curve
analysis. Anti-malondialdehyde (MDA) and anti-phosphorylcholine (PC)
IgM were performed as previously described [22
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2.4. Cytokine assays

Cytokines, chemokines and inflammatory mediators were measured
in a single center (Milan, Italia) on an unselected subgroup of serum
samples from 866 SAD individuals (55 MCTD, 50 APS, 177 RA, 162 SjS,
179 SLE, 180 SSc and 63 UCTD) and 157 healthy controls using the
human pre-mixed multi-analyte Luminex assay (R&D Systems, Minne-
apolis, MN) encompassing 12 cytokines and chemokines involved the
inflammatory processes: TNF-R1, CXCL10/1P-10, CXCL13/BLC, GDF-15,
ILIR2, CCL8/MCP2, CCL13/MCP4, CCL4/MIP-1b, IL-1RA/TNFRSFIA,
CCL17/TARC, MMPS, and FASLG/FAS ligand. The concentration of each
mediator was calculated from specific standard curves using the software
Bio-Plex Manager v6.0 and expressed as pg/ml.

2.5. Expression of interferon-inducible genes and estimation of IFN scores

Total RNA was extracted from an unselected subgroup of whole blood
samples from 1275 SAD individuals (70 MCTD, 53 APS, 259 RA, 252 §jS,
294 SLE, 254 SSc and 93 UCTD) and 406 healthy controls, and sequenced
on a HiSeq2500 instrument using a HiSeq SBS kit v4 from Illumina (San
Diego, CA, USA) after quality controls were run. Reads were then aligned
to the homo sapiens hg19 reference genome using STAR v2.52b. RSEM
v1.2.31 was used for gene expression quantification. For calculation of
IFN scores, the expression of IFN inducible genes was used to evaluate the
activation of type I (IFIT1, IFI44, and PRKR) and type Il (IRF1, GBP1, and
SERPING1) IFN pathways according to Kirou's score [23] and by the
relative expression of several 5 indicator genes for modules (M)1.2
(IF144, IFI44L, IFIT1, IFIT3, and MXA), M3.4 (ZBP1, EIFAK2, IFIH1,
PARPY, and GBP4); and M5.12 (PSMB9, NCOA7, TAP1, I1SG20 and
SP140) based on Obermoser’s report [24]. IFN scores and modules were
divided as positive or negative using a threshold defined as the mean of
HC + 2 x standard deviation (SD) of HC. According to the number of
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order to determine the best parameter to keep for the following analysis.
The strength of Cohen's kappa was interpreted based on the following
definitions: less than chance agreement (<0), slight agreement
(0.01-0.20), fair agreement (0.21-0.40), moderate agreement
(0.41-0.60), substantial agreement (0.61-0.80), and almost perfect
agreement (0.81-0.99). For categorical data (T-test or with Fischer's test,
when specified) and non-categorical data (Spearman rank correlation
test), the adjusted false discovery rate values (g-values) were calculated
and for graphical purpose d using the -log10 of the q value.
Statistical analysis was performed using Prism 7.0 (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA) or MS-excel 2007 (Microsoft, Redmond WA, USA).
Statistical significance was assessed with two-tailed p or q values lower
than 0.05.

3. Results
3.1. Serum FLC in SAD

A total of 2593 individuals were included in the study with 1979 SAD
patients and 614 healthy controls (HC), see Table 1, Mean age varied
among the SAD subgroups and ranged from 46.1 + 13.8 years in SLE to
58.6 + 12.8 years in §jS. The mean age for HC was 46.8 + 13.2 years. The
majority of HC and SAD patients were women (F:M ratio = 3.5 and 6.8,
respectively) and of European ancestry (98%). SAD duration was on
average 11.9 + 9.2 years. Using a 0-100mm VAS based on the physi-
cian's jud to activity, a global mild disease ac-
tivity was observed from 22.3 + 19.8 mm, and with important variations
between SAD (18.1 + 24,7 mm in APS versus 30.9 + 21.2mm in SSc).
Proportions of SAD individuals with infections were 2.2%, with a history
of cancer were 7.4%, and with kidney manifestations (abnormal serum
creatinine and/or proteinuria per 24 h) were 58% (no)/6.4% (past)/
35.6% (present) and 6.8% had nephritis proven by biopsy. The most

1 A0

active IFN modules, patients were stratified into absent (0 module), mild
(1 module), moderate (2 modules) or strong (3 modules) IFN signature as
previously described [25],

2.6. Statistical analysis

Continuous data are described as mean + SD. Differences between
groups were analyzed by multiple one-way ANOVA and the Tukey's test
was used for post hoc comparison. Receiver Operating Characteristics
(ROC) curve analysis was performed to determine the area under the
curve (AUC) and the optimal cut-off value was chosen at 95% specificity.
Cohen's kappa agreement was calculated for side-by-side comparison, in

frequently used therapies were anti-malarial (35.5%), followed by ste-
roids (34.9%), immunosuppressants (34.1%) and biologics (9.2%),
mainly in RA for the latter. No cases of h logical malig ies were
reported in the PRECISESAD study.

Total FLC (x-+2.) levels were eval d by quantitative turbidi y
and, as illustrated in Fig. 1A, a significant elevated concentration was
found in SAD as compared to HC (p < 10 ), while the FLC-x/2 ratio did
not differ from the HC ratio (Supplementary Fig. 1A). Next, when
comparing total FLC between SAD and HC (Fig. 1B), the AUC of the ROC
curves was 0.706, and the positivity fixed at 37 mg/L (sensitivity 29.3%)
when using a 95% specificity cut-off, as rec ded by the supplier, Of
note (Fig. 1C and Supplementary Fig. 1B and C), total FLC was further

Table 1
Clinical characteristics of the studied population.
Healthy controls  All SAD RA SLE SS¢ Sjs MCTD APS UcTm
Age (years+SD) 4684132 523 +143 5801243 461 £ 138 58.1 £ 129 586+ 128 505+ 14.4 481 £12.2 526146
Sex (F:M) 478:138 1724:255 29479 430:33 335:62 35623 84:14 76:30 149:14
SAD duration (years+SD) - 11.9+£92 12999 143+97 10990 107 £7.8 114+97 10.0£7.6 8.86=774
SAD activity (mm) - 23+198 2112204 189 =17.6 30.9+21.2 2452186 245189 181 £24.7 22.1+20.75
No/infection/cancer - 1782/44/153 349/4/20 412/26/25 352/3/42 338/7/34 92/1/5 85/2/9 145/2/16
No/past/present kidney 1148/126/705  241/11/121 217/77/169  266/10/121 202/11/166  70/5/23 54/3/49 98/9/56
FLC-kappa (mg/L) 165+ 146 11.7 £430 13.85+828 209223 171 +£126 212187 199147 17.2+£10.7 137 =839
FLC-lambda (mg/L) 13.7 £897 108 £377 12,1 £ 6,61 16.7 £ 11.0 150+ 104 160110 159 +9.14 147 £7.27 125604
Total FLC (mg/L) 31.2+225 234:732 2585+ 138 37.5+31.2 322+21.2 372+ 278 35.7 +22.2 31.7+17.1  260=137
Ratio K/L 1.21+£051 114 £040 1.21 +0.62 122+0.54 L19+045 1.32=0.61 126045 117 £0.35 110034
Treatment
Antimalarial - 703/1979 61/373 325/463 30/397 139/379 45/98 26/106 78/163
Steroids 691/1979 165/373 2397463 99/397 80/379 49/98 8/106 51/163
IS - 675/1979 283/373 162/463 106/397 60/379 39,98 4/106 23/163
Biologics - 183/1979 165/373 0/463 10/397 0/379 4/98 0/106 5/163
Abbreviations: SAD: i i di RA: th id arthritis; SLE: ic lupus eryth SSe: ic sclerosis; SjS: Sjogren's syndrome; MCTD:
mixed connective tissue disease; APS: primary antiphospholipid syndrome; UCTD: undiffe iated ive tissue di 18: i PP FLC: free light

chains; F:M female versus Male; SD: standard deviation.
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Fig. 1. Free light chain (FLC) levels are elevated in sy

(SAD). A. Serum levels for total FLC (FLC-x+4) in controls (n = 614), SAD

patients (n = 1979) and within the subgroups of SAD patients without infection and/or a history of cancer (n = 1782), and with normal kidney function (n = 1274).
The dotted lines represent the selected cut-off fixed at 95% specificity: 37 mg/L for total FLC. B: ROC curves were performed in controls and SAD in order to determine

the area under the curve (AUC) and cut-off values (95% specificity). C: ROC curves sh

g similar AUC ch istics when the SAD patient subgroup without renal

impairment was selected instead of all SAD patients. D: Concordance assessment between total FLC (FLC-x+2), FLC kappa (FLC-x), and FLC lambda (FLC-1) using the

Kappa coefficient of Cohen.

selected instead of FLC-x or FLC-A based on AUC values of the ROC curves
and the degree of agreement between total FLC and FLC-x (Cohen's
kappa = 0.858, 1C95: 0.832-0.883) or FLC-A (kappa: 0.759, 1C95:
0.726-0.790) as such agreement was moderate between FLC-x and FLC-A
(Cohen’s Kappa = 0.613, 1C95: 0.573 to 0.653). A correlation between
total FLC and the IgG isotype (p = 2 x 10~ %) was further observed, which
was no( the case with IgA or lgM (Supplementary Fig. 2). Total FLC levels
were independent from sex, d duration, and age at sample collec-
tion (Supplementary Fig. 3).

To complete such analysis and since FLC elevation in SAD can result
from a polyclonal B-cell activation that may result from infection, can-
cers, and/or from a reduced clearance by impaired renal function, the
SAD subpopulation without infection and cancer was evaluated (412 SLE,
338 SjS, 352 SSc, 349 RA, 85 APS, 92 MTCD and 145 UTCD) as well as
the population with normal kidney function was individualized (294 SLE,
213 SjS, 276 SSc, 252 RA, 57 APS, 75 MTCD and 107 UTCD). In terms of
AUC and cut-off values, the characteristics of the ROC assay was similar
for total FLC when considering the SAD subpopulation with normal
kidney function instead of all SAD individuals and SAD without in-
fections and/or cancer (Fig. 1B and C and data not shown). Accordingly,
we have concluded that FLC levels when detected over the elevated
normal range in SAD resulted predominantly from an increase in poly-
clonal production independently from concurent infection and/or cancer
and that reduced renal clearance, when present, amplifies this effect.

3.2. Total FLC prevalence in SAD and clinical associations

An excessive total FLC concentration (>37 mg/L) was determined in
the 6 SAD subgroups ranging from 12% in RA, 14% in UCTD, 22% in SSc,
24% in SjS, 29% in MCTD and 30% in APS and SLE (Fig. 2A). Among the
54 clinico-biological parameters tested and the use of a post hoc FDR
adjustment (Fig. 2B), the picture of SAD individuals with elevated total
FLC levels was characterized significantly by abnormal creatinemia
(p=19x10" 19)_ inflammation  (p = 1.0 « 10 "), proteinuria
(p=57x=10 9). hypertension (p=4.0x10 3). leucopenia
(p=1.4 % 10" °), hemolytic anemia (p=2.0 x 10™%), erosive arthritis
(p=23.0 x 10" %), pericarditis (p= 1.5 x 10" %), worsening lung function
(p = 0.02), gangrene of the fingers (p = 0.02), sicca syndrome (p = 0.03),
venous thrombosis (p = 0.03) and pleural effusion (p = 0.03).

However, and as one may argue that such associations resulted pre-
dominantly from infections, cancer and/or renal impairment, the anal-
ysis was repeated with the SAD subpopulations after exclusion of the
individuals presenting infections/cancer and or presenting normal kid-
ney function, which were determined to have an elevated total FLC level
in the 6 SAD subgroups ranging respectively from 16 to 17% in RA,
18-20% in UCTD, 30-30% in SSc, 36-36% in SjS, 33-32% in MCTD,
29-30% in APS and 36-37% in SLE (Fig. 2C/E). While associations were
similar when considering the whole SAD population and the subgroup
without infection/cancer (Fig. 2D), or when regarding the subgroup with
normal kidney function (Fig. 2F), major associations with inflammation
(p=27x10"°) and reduced leucopenia (p=6.0x 10 °), while
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Fig. 2. Elevated free light chain (FLC) levels are rep din i with di (SAD) and ions with clinical manifesta-
tions. A: Distribution of patients with elevated total FLC levels, results are expressed as percentages, B: Significant clinical g iated with el d total
FLC in all SAD patients are presented. C/D: Distribution and clinical iations in the subgroup of SAD pati without infe and/or cancer. E/F: Distribution
and dlinical associations in the subgroup of SAD patients with normal kidney fi Abbreviations: SLE: systemic lupus erytk RA: Rh i Arthritis;

SjS: Sjogren Syndrome; SSc: Systemic Sclerosis; APS: Primary Antiphospholipid Syndrome; MCTD: Mixed connective tissue disease; and UTCD: Undetermined con-
nective tissue disease. For statistical analysis a T-test comparing SAD with normal versus elevated FLC levels was used and adjusted false discovery rate values (g-

values), with a threshold <0.05, were expressed as —-logl0 of the q value,

moderate associations with systemic hypertension (p = 0.04), erosive
arthritis (p = 0.02), pulmonary hypertension (p = 0.03) and worsening
lung function (p= 0.04) remained. Altogether this supports the concept
that elevated FLC are commonly distributed among SAD patients
regardless of kidney function, and this is predominantly related to the
inflammatory status while independent from infection and cancer.

3.3. Correlation between total FLC, clinical disease activity and treatment
Regarding the association between FLC and disease activity, it

appeared that patients with elevated FLC levels had a higher disease
activity when considering SLE patients (SLEDAL 4.2 + 0.6 in 1 FLC

high FLC SSc, p = 0.0002). No differences were observed with regards to
DLCO and the ratio FLC/DLCO, two factors known to occur in a more
advanced stage of fibrosis and in response to a strong inflammatory
process.

The dichotomy between normal and high FLC subgroups in SAD was
also studied in relation to the treatment (Fig. 3C). No statistical differ-
ences for the 6 SAD studied were reported when considering the different
therapeutic approaches used in SAD: antimalarial, steroids, immuno-
suppressant and biologics.

3.4. Total FLC concentrations in relation to autoantibodies and
compl in SAD

SLE versus 6.7 + 0.8 in high FLC SLE, p =0.01), SjS patients (ESSDAI:
3.6+ 0.4 in normal FLC SjS versus 5.7 + 0.7 in high FLC SjS, p = 0.01),
and such associations were not observed when using a global VAS
approach.

As a worsening lung function was statistically associated with
elevated FLC levels, the lung capacity was explored further in $Sc pa-
tients, which revealed a median loss of FVC among SSc¢ patients with
elevated FLClevels (97,2 + 1.8% in normal FLC SSc versus 84.3 + 2.9% in

{ ;

Inorder to determine whether FLC levels were associated with a large
panel of SAD-associated ibodies and compl fractions C3/C4
(Fig. 4A), a correlation analysis was performed and followed by post hoc
FDR adjustment. Accordingly, 10/17 (58.8%) autoantibodies tested were
positively correlated with FLC levels while a negative correlation was
reported for C3 and C4 levels (p< 6.1 x 10" '* and 4.0 x 10" '2, respec-

tively). Interestingly, two groups of autoantibodies can be distinguished
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expressed as ~log10 of the q value. C. Heat-map displaying (anti-malarial i PP and biological) taken by SADs patients according to
their serum FLC levels, Results are expressed as percentages of patients currently taking the corresponding treatment. Abbreviations: FVC: forced vital capacity; DLCO:
Diffusing Capacity for Carbon Monoxide; ESSDAL: EULAR Sjogren's Syndrome Disease Activity Index; SLEDAL systemic lupus erythematosus disease activity index;

SLE: ic lupus eryth RA: Rhe

according to the correlation with FLC: one correlated with FLC that in-
cludes anti-RNA binding proteins (SSB, SSA 52/60 kDa, Sm, U1-RNP;
1.9 %10 "<p <2.2 x 10°%), anti-dsDNA associated or not with his-
tones to form chromatin (p=6.5x10"'® and 1.1 x 10" '") plus RF
(p= 3.3 x 10"7) and another group not or modestly correlated with FLC
such as RA-associated (CCP2, p=0.608), SSc-associated (Scl70,
p = 0.386; centromere, p = 0.272), APS-associated (aCL/p2-GPI 1gG/M;
0.02 < p<0.708), and thrombosis-associated (MDA IgM, p=0.01; PC
IgM, p=0.05) autoantibodies. Since some of these autoantibodies were
more prevalent in SAD patients with kidney involvement (e.g. dsDNA,
Sm), the same analysis was repeated in SAD individuals without infection
and cancer (data not shown) and in SAD with normal kidney function
(Fig. 4B) confirming the correlation between FLC levels with anti-RNA
binding protein autoantibodies, anti-dsDNA autoantibodies, RF and a
reduction of the complement fractions C3 and C4.

3.5. Total FLC in relation to the IFN signature

The presence of autoantibodies targeting dsDNA and RNA binding
proteins (e.g. SSA, SSB, Sm epitopes) in several cohorts of SAD is asso-
ciated with the presence of an IFN signature. Accordingly (Fig. 5), we
next compared FLC levels in 1271 SAD patients to the IFN scores and
modules established by Kirou and Obermoser, respectively [23,24]. First,

id Arthritis; §jS: Sjogren's syndrome.

using the IFNa and IFNy Kirou score, SAD patients with a negative IFNa/y
score had lower FLC levels (p< 10 %), which is consistent with the
possible implication of both type I and type II IFNs in FLC production.
Such a prediction was further supported by the elevated level of FLC
observed in the type I activity module M1.2 and in the type I/1I activity
modules M3.4 and M5.12, In addition, the number of IFN modules is
important since FLC levels were significantly higher in the moderate
module (p = 0.01) and even more in the strong module (p < 10 ‘). For
866 SAD patients, the serum level of 12 cytokine/chemokine was
determined showing a significant correlation for 9/12 (75%), such as
TNF-RI (p = 2.5 x 10 %) and CXCL10 (IP-10, p=6.4 x 10" '), which
belong to the IFN type I and II, except for CCL18 (type 11, exclusively),
according to the Interferome V2.01 database (htp://www.interf
erome.org).

4. Discussion

Systemic di share ¢ pathophysiological
features such as chronic inflammation and an IFN signature leading to the
initiation of Th1-type immunity, B cell hyperactivation and differentia-
tion into autoantibody-secreting plasma cells [26]. The consequent
polyclonal production is associated with excessive secondary production
of FLC, which has already been described in several SADs such as SLE,
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in Ab; C3/C4 low: complement faction C3c/C4 with a negative correlation (low); dsDNA: anti-double

stranded DNA Ab; Sm: anti-Smith Ab; RF: rheumatoid factors; U1-RNP: anti-U1 ribonucleoprotein Ab; MDA: anti-malondialdehyde modified LDL Ab; B2GPI: beta-2
glycoprotein I Ab; PC: anti-phosphatidyl choline Ab; aCL: anti-cardiolipin Ab; Centromere: anti-centromere Ab; Scl70: anti-Scl70 Ab; CCP2: anticitrullinated peptide

generation 2 Ab; IgG: i

lobulin G; IgM: i lobulin M. For statistical analysis pairwise Pearson's correlations between total FLC and biological parameters

were calculated and the adjusted false discovery rate values (q-values) expressed using the -logl 0 of the q value.

RA, SSc, or SjS [27-31]. Here, we report the results of a large multi-center
cross-sectional study involving 1979 patients and 614 HC establishing
the relationship between FLC and several parameters such as clinical
manifestations, disease activity, treatment influence, autoantibody pro-
duction, and interferon-related inflammation.

Because of their rapid tumover, a high level of FLC has been proposed
as useful real-time marker for assessing disease activity and B cell hy-
peractivity, in contrast to total immunoglobulins, which possess a half-
life of appr ly 3 weeks depending on the isotype [32]. Such
assertion needs however to satisfy several criteria, first to assess a poly-
clonal production of immunoglobulins the ratio x/4 needs to be similar
between patients and HC, which was observed in our study explaining
that monoclonality was not further looking for. Second, elevated FLC
levels in response to infection and cancer were not retrieved in our study
suggesting a minor impact of these two co-morbidity factors in SAD on
FLC levels. Third, glomerular function is also critical as a defective
clearance is able to increase FLC levels. However, such effect is suspected
to occur at a level higher than the elevated cut-off fixed for FLC-x, FLC-2,
and total FLC (x+2) based on the comparative analysis performed be-
tween total SAD patients and SAD patients with normal kidney function.
Accordingly and as previously reported [7], an excess of total FLC was
retrieved in all SAD patient groups, ranging from 12 to 17% in RA,
14-20% in UCTD, 22-30% in SSc, 24-36% in SjS, 29-32% in MCTD, 30%
in APS, and 30-37% in SLE when considering total SAD patients and SAD
patients with normal kidney function, respectively.

Elevated FLC levels were also associated with the occurrence of
clinical and biological manifestations and, for such analysis, it's impor-
tant to consider one group of associations independent from renal
impairment that implies inflammation such as pulmonary injury and
erosive arthritis; and one group associated with renal impairment such as
hypertension, pericarditis, and venous thrombosis that are particularly

relevant in SADs. Altogether, elevated FLC levels are associated with the
occurrence of clinical manifestations associated with a chronic inflam-
matory process, in accordance with previous data obtained in SLE, SSc
and SjS cohorts [27,29,30]. This is consistent with the observed associ-
ation reported between FLC levels and an alteration of the pulmonary
capacity (FVC) due to inflammation in SSc. The level of FLCs could then
be useful in predicting the occurrence of pulmonary symptoms and lung
fibrosis, which is the primary cause of mortality in SSc patients along
with cardiac manifestations [33]. In a previous report, high FLC levels in
SSc were also associated with lung involvement and with a higher degree
of infl ion [28]. As a ¢ | e, it's not surprising that we have
observed in SLE and SjS patients a significant association between
elevated FLC levels and higher disease activity as assessed by SLEDAIand
ESSDAI scores, respectively. Search for an association between FLC levels
and disease activity was not performed in the other disease groups as
such information was facultative at inclusion and then available only for
SLE and SjS.

Subsequently, FLCs have also been associated with specific autoan-
tibodies, including anti-RNA binding protein antibodies (anti-SSB, anti-
SSA, anti-Sm, and anti-RNP), as well as anti-DNA-NcX, anti-dsDNA,
and RF. In contrast, the other autoantibodies tested (anti-CCP, anti-
p2GPI, anti-PC, anti-CL, anti-centromere, and anti-Scl70) demonstrated
poor or no association with increased FLC and the same results were
obtained in patients with normal kidney function. One explanation for
such a dichotomy is related to the capacity of the FLC-associated auto-
antibody group to form i compl (e.g. with ic cells),
which is known to activate the complement pathway and to increase
monocyte IFN type-l production that promotes, in turn, plasmablast
differentiation and immunoglobulin production [34,35]. Such model
observed in individuals infected with the hepatitis C viruses [36], needs
further exploration in SAD.
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In addition, an important negative correlation between FLC and
complement fractions was noted. An effect of FLC to directly promote
complement consumption has been proposed previously, involving the
binding of FLC to factor H, which accelerates the decay of the alternative
complement compound C3 convertase [10]. This mechanism could be of
particular interest in SADs in which complement activation is associated
with severe clinical manifestations. In SLE, the activation of both the
classical and alternative complement pathways induces the deposition of
various complement components together with immunoglobulins and is
responsible for lupus glomerulonephritis, thus indicating an active dis-
ease [37]. In addition, complement activation is described in APS and can
be responsible for fetal loss or fetal growth retardation. In RA, there is
also an accelerated consumption and a hyperproduction of complement
fractions described in synovial fluid. Finally, hypocomplementemia is
frequently described in SjS and is associated with poor outcomes [38].

Finally, a strong link between FLC and inflammation has been
demonstrated through the analysis of the IFN signature and selected
proinflammatory cytokines. Two IFN scores were applied [23,24] and
both revealed a correlation between FLC and increased production of IFN
type 1 and type 2 molecules. Higher interferon activity has already been
described in several SADs [2]. In SLE, activation of the IFN« pathway

identifies a subgroup of SLE patients with distinct serologic features and a
higher disease activity. It is interesting to note that the implicated au-
toantibodies are the same as reported in our study and are autoantibodies
directed against RNA-binding proteins [23,39], suggesting the interplay
between IFN driven inflaimmation and autoantibody production as well
as FLC production in an amplification loop to reflect a clinically-active
disease. IFNf and IFNy signatures are also reported in SLE patients and
have led to the stratification of patients according to their IFN signature.
Patients having absent to low IFN score (0-1 modules) i.e. IFNa-only
signature can be opposed to patients with moderate to high modular IFN
scores (2-3 modules) i.e. IFNq, -p and -y signatures. In the latter case, a
specific association was made with active renal disease, anti-dsDNA
presence and hypocomplementemia that is also noted in patients with
elevated FLC in our study [25,40]. Indeed, when looking at our results,
we obtained the highest link with FLC when all the modules were
significantly elevated. In RA, a high level of IFN type I predicted the
response to TNFx blockade, but not to rituximab, a B cell depleting
monoclonal antibody, supporting the fact that IFN type I signature in RA
induces a high inflammatory activity, but not an elevated autoantibody
production by B cells based on the independence observed between FLC
levels and anti-CCP production [41]. Finally, IFNy was also
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pathologically increased in UTCD and MTCD [42,43].

To further support this link b IFN, infl ion and FLC
synthesis, several inflammatory cytokines belonging to the type 1 and
type 2 IFN families were measured and were significantly correlated with
higher total FLC levels. Among them, the two most important cytokines
retrieved by our study were TNF-RI and CXCL10, both known to be
overexpressed in SLE B cells, but such analysis was not exhaustive and
needs further exploration.

The key role played by TNFa in RA was studied extensively through
therapeutic use of anti-TNFax monoclonal antibodies like infliximab or the
use of fusion proteins trapping soluble TNFaq, like etanercept. TNFa can
bind to two cell-surface receptors, TNF-RI and TNF-RII. The presence of
these receptors in sera of RA patients was shown to be higher as
compared to controls and was associated with a higher disease activity
score (DAS28) and an abnormal inflammation status [44]. In an ex-vivo
cell culture model of synovial membrane tissue obtained from RA pa-
tients, a dual activity between TNF-RI and TNF-RII was observed together
with a predomi ly pro-infl ory role played by TNF-RI in RA
[45]. TNF-RI was also described as increased in B cells from SLE patients
as compared to controls [46], and was of particular interest to predict
disease flares [47]. Of note, the use of a TNF-RI inhibitor in a mouse
model of lupus was effective in preventing skin lesions [48]. Less evi-
dence has been found for SjS, but TNF-RI is still detected at significantly
higher rates in patients than in controls [49]. Last but not least, TNF-RI
was shown to be up-regulated in dermal T cells from patients with
diffuse cutaneous SSc. Those lymphocytes were more prone to generate a
proinflammatory microenvironment after CD3/CD28T cell engagement
and in the presence of a co-stimulation with TNF-RI ligands. The
microenvironment triggered by dermal T lymphocytes induced high and
sustained type I collagen expression, supporting a role for the TNF-RI
pathway in induction of fibrosis [50]. This is in agreement with our re-
sults where an altered pulmonary function in those SAD patients with
elevated total FLC levels, is possibly due to the associated inflammation
and TNF-RI pathway.

On the other hand, CXCL10 is a cytokine responsible for the recruit-
ment and activation of Th1 effectors, predominantly induced by IFNy.
CXCL10, in particular, is involved in the maintenance of chronic patho-
logical inflammation, and abnormal secretion of this cytokine has been
described in several SADs. In RA, the expression of CXCL10 was
demonstrated to be elevated in the serum and joints of patients [51].Ina
murine model, it was shown that CXCL10 participates in bone destruc-
tion by allowing up-regulation of RANKL on CD4 T cells that, in turn,
increases CXCL10 production by osteoclast progeni thus establishi
a positive feedback loop between the two cell types. CXCL10 induces the
activation and differentiation of osteoclasts in a dose-dependent manner.
The use of an anti-CXCL10 antibody blocks osteoclast differentiation,
thereby preventing the progression of arthritis in mice that present with
fewer histological sequelae than controls [52]. In SLE, CXCL10, overex-
pressed in SLE B cells, was also associated with more severe forms,
anti-dsDNA positivity and lowered complement, which is a profile that
also emerges from our data [53]. In a murine model of autoimmune
sialadenitis mimicking SjS, the use of an antagonist of CXCL10 prevents
the progression of the disease with a decrease in IFNy production,
underlining the link between the two cytokines [54]. Regarding SSc, an
analysis of patients showed that besides Th2 chemokines (CCL17 and
CCL22), CXCL10 was detected in significantly higher proportions in pa-
tients with diffuse or localized SSc than in normal controls [55]. Finally, a
clear role for CXCL10 produced by macrophages to induce plasma cells
differentiation and production of antigen-specific antibodies in vivo has
recently been demc d, highlighting a mech for the secondary
production of FLC through an mﬂammatory cytokine related to the IFN
signature [28]. Of note, CXCL10 binds to CXCR3 on memory B cells to
terminate their differentiation into plasma cells, which is significantly
increased by IFNy [56], making a full link between IFN-mediated
inflammation and B cell differentiation.

Those results are consistent with the participation of IFN type I and
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type II as well as several proinflammatory cytokines to induce more se-
vere diseases through FLC synthesis. Elevated FLC would then accurately
mirror both inflammation as well as pathological B cell activation in SAD
patients.

5. Conclusion

This is the first study to determine the role of FLC on such a large scale
of SAD to our knowledge. The major findings are related to the facts that
(i) immune stimulation rather than impaired kidney function, infection
or cancer increases polyclonal FLC in SAD; (ii) Elevated FLC levels are
associated with di activity, infl and a specific profile of
autoantibodies; and (iii) a relationship between elevated FLC levels and a
strong IFN signature was further revealed. FLC then account for adaptive
immunity by reflecting autoantibody production and B cell activity, but
also for innate immunity through its induction by IFN signaling. FLC
measurement, especially in patients with stable renal function, would
then be interesting to evaluate disease activity in real time with an easy
and reliable assay. It would also be interesting to complement these
observations with a longitudinal study to e the variation of FLCs
over time according to dlsease activity and inflammatory parameters,
and thus define the value of FLC in predicting relapses and/or therapeutic
response.
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Résumé

Les maladies auto-immunes (MAI) correspondent & un ensemble de pathologies caractérisées
par une réaction du systéme immunitaire contre des auto-antigénes. Ces maladies sont
d’étiologies complexes, mélant de multiples facteurs de risques génétiques et
environnementaux, et présentent des manifestations cliniques et biologiques hétérogenes. Ces
affections surviennent le plus souvent a un age moyen compris entre 20 et 50 ans avec une nette
prédominance féminine pour la plupart des cas. De par leur fréquence, leur diversité et leur
morbidité élevée, les MAI ont été particulierement étudiées ces dernieres décennies.

Le diagnostic d’une MAI est évoqué sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques
répondant aux criteres de classification internationaux actuellement en vigueur. Parmi les tests
biologiques accessibles, on retrouve une multitude de marqueurs biologiques spécifiques et non
spécifiques pour chacune de ces MAI. La majorité¢ de ces marqueurs a été découverte grace a
I’étude approfondie des différentes physiopathologies sous-jacentes a chaque MAI et c’est la
recherche translationnelle qui a ensuite permis le passage croissant de nombreux marqueurs en
pratique clinique, apportant ainsi plus d’informations mais complexifiant les profils observés.
Leur rdle est principalement diagnostic, mais aussi fréquemment pronostic, thérapeutique, ou
d’intérét pour le suivi des patients. Pour ces raisons, les marqueurs sérologiques sont essentiels
pour permettre une caractérisation précise du profil de chaque malade.

Dans le cadre de ce travail, il est abordé¢ la question de 1I’apport de la biologie pour le diagnostic
des maladies non spécifiques d’organes, plus particuliecrement le lupus érythémateux
systémique (LES), le syndrome de Gougerot-Sjogren (SjS), la polyarthrite rhumatoide (PR), la
sclérodermie systémique (SSc), le syndrome des antiphospholipides (SAPL) et les connectivites
mixtes ou indéterminées (MCTD et UCTD), au travers d’une revue de la littérature dans un
premier temps, puis par une illustration de I’intérét de la biologie en trois exemples publiés.
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