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1. Introduction

Actuellement, le diagnostic de polyarthrite rhumatoide (PR) repose sur des critéres
cliniques et biologiques qui comportent essentiellement deux types d’anticorps réalisés au
quotidien : le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps anti-peptides citrullinés cycliques (anti-
CCP) (1). Devant la présence d’arthrites récentes indifférenciées, notre bilan biologique
actuel comprend entre autres ces deux anticorps.

Or, il est fréquent de poser un diagnostic de PR alors que ces anticorps sont négatifs
et notre diagnostic est alors moins certain (2). De méme, dans les cas ou seul le FR est
positif, le doute diagnostique persiste car sa spécificité est faible (3).

Un enjeu actuel est donc de trouver de nouveaux biomarqueurs permettant de faire
sortir de la séronégativité un certain nombre de PR et améliorer ainsi la sensibilité
diagnostique du bilan immunologique.

De plus, ces nouveaux biomarqueurs pourraient apporter de nouvelles informations
sur la physiopathologie de la PR, ainsi que sur son pronostic. En effet, il existe non pas une
forme de PR mais plusieurs PR avec un phénotype hétérogéne (2)(4). La plupart des études
physiopathologiques publiées actuellement se rapportent aux PR anti-CCP positifs (5). Il
s’agit de PR avec un pronostic différent de celles anti-CCP négatifs, notamment sur le plan
erosif, avec une physiopathologie bien particuliére (4).

Iy a 4 ans, ont été décrits pour la premiére fois de nouveaux anticorps chez les
patients atteints de PR, les anticorps anti-protéines carbamylées (anti-CarP) (6). Les anti-
CarP semblent étre un marqueur intéressant, car a la fois présents chez les PR
séronégatives et séropositives (6)(7)(8)(9)(10)(11), ils seraient associés a une évolution
radiographique plus sévere (6)(9)(11). lls pourraient donc délimiter un nouveau groupe de
patients avec une physiopathologie et un phénotype différents.

Notre but était donc de regarder si ces anticorps anti-CarP étaient présents chez des

patients atteints de PR dans une autre grande cohorte nationale, la cohorte frangaise



ESPOIR (Etude et Suivi des Polyarthrites Indifférenciées Récentes). Cette cohorte regroupe
des polyarthrites indifférenciées récentes, incluses de 2002 a 2005 et dont le diagnostic de
PR était probable ou certain a linclusion (12). Grace au laboratoire Inova Diagnostics de
Boston, nous avons obtenu des kits ELISA non commercialisés anti-anticorps anti-CarP et
avons pu prealablement tester une trentaine de sérums de patients du service de
rhumatologie a Bordeaux ayant une PR. Suite a ces résultats encourageants démontrant la
faisabilité du test, nous avons pu réaliser cet ELISA a plus grande échelle, sur les sérums

des patients issus de la cohorte ESPOIR.



1.1. Les anticorps actuellement utilisés en pratique clinique dans la
polyarthrite rhumatoide

1.1.1. Utilité diagnostique

La PR est une maladie auto-immune systémique chronique qui affecte principalement
la membrane synoviale des articulations pouvant conduire a leur destruction. Elle touche 0,5
a 1% de la population (13).

Actuellement, I'association FR/anti-CCP correspond au test de routine utilisé pour
diagnostiquer une PR chez des patients présentant des arthralgies ou des arthrites
indifférenciées. Ces anticorps ont méme été intégrés aux criteres diagnostiques ACR
(American College of Rheumatology) en 2010 (Tableau 1) (1). Cependant, méme si les anti-
CCP sont des marqueurs trés spécifiques (spécificité aux alentours de 95%) (14), les FR le
sont moins (spécificité aux alentours de 85%) (3) et la sensibilité combinée de ces deux
anticorps est encore limitée a environ 70% (7). Un nombre non négligeable de PR sont donc

séronégatives avec un pourcentage variant de 10 a 48% selon les études (2).



Tableau 1 : Critéres ACR/EULAR 2010 pour le diagnostic de PR (1)

Score

Target population (Who should be tested?): Patients who
1) have at least 1 joint with definite clinical synovitis (swelling)*
2) with the synovitis not better explained by another diseasef
Classification criteria for RA (score-based algorithm: add score of categories A-D;
a score of =6/10 is needed for classification of a patient as having definite RA)%

A. Joint involvement§
1 large joint{
2—10 large joints
1-3 small joints (with or without involvement of large joints)#
4—10 small joints (with or without involvement of large joints)
>10 joints (at least 1 small joint)**

B. Serology (at least 1 test result is needed for classification)t+
Negative RF and negative ACPA
Low-positive RF or low-positive ACPA
High-positive RF or high-positive ACPA

C. Acute-phase reactants (at least 1 test result is needed for classification)ii
Normal CRP and normal ESR
Abnormal CRP or abnormal ESR

D. Duration of symptoms§§
<6 weeks
=6 weeks

W= o

WMo

0
1

ACR, American College of Rheumatology ; EULAR, European League Against Rheumatism ; RA,
polyarthrite rhumatoide ; RF, facteur rhumatoide ; ACPA, anticorps anti-peptides citrullinés ; ESR,

vitesse de sédimentation ; CRP, C reactive protein



1.1.2. Réle dans la physiopathologie de la PR

La découverte des anti-CCP a permis de mieux comprendre une partie de la
physiopathologie de la PR. Des facteurs génétiques (HLADRB1, PTPN22) et des facteurs
environnementaux (tabagisme, parodontopathie) ont ainsi été identifiés comme étant des
facteurs de risque de PR anti-CCP+ (5). En effet, le tabac dans les poumons tout comme la
présence de Porphyromonas gingivalis au niveau gingival (via sa peptidyl arginine
déiminase) entrainent une citrullination locale des protéines (Figure 1). La citrullination

correspond a la transformation enzymatique d’un acide aminé arginine en citrulline.

C Citrullination - Enzymatic reaction
- Affects Arg

Arg Arg
PADs
—_—>

N N

citrulline
H:N NH H.N 0
Protein Citrullinated protein

Figure 1 : Citrullination (15)
Arg, arginine ; PADs, peptidyl arginine deiminases

10



Si I'on posséde des alléles de susceptibilité des génes HLA-DR (human leukocyte
antigen), les cellules présentatrices d’antigénes vont fixer de maniére plus affine la citrulline
grace a une région spécifique de leur CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) appelée
I'épitope partagé. Elles vont ainsi présenter cet antigéne aux lymphocytes T4 qui seront
ensuite activés dans un contexte de polymorphisme de PTPN22 par exemple (Figures 2 et

3) (5). La physiopathologie des PR anti-CCP- est quant a elle moins bien connue (2).

. Genetic
 background

Circulating

fa ) ,J antibody

Tissue inflammation )

Post-translational modifications Activated

(citrullination, homocitrullination, etc.) lymphocyte
Crossreactivity to self-antigens
Tissue

inflammation

Break in immune tolerance > Systemic autoimmunity

Nature Reviews | Rheumatology

Figure 2 : Physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide (d’aprés L. Klareskog et al.,
Autoimmunity : Lungs and citrullination, Nature Reviews Rheumatology, 17 mars 2015)
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Dendritic

cell

Citrulline

Figure 3 : Production des anticorps anti-CCP grace aux facteurs de susceptibilité génétique

(4)

HLA, human leukocyte antigen ; ACPA, anticorps anti-peptides citrullinés ; T cell, lymphocyte

T ; B cell, lymphocyte B

Ces anticorps sont détectés de nombreuses années avant de développer les

premiers symptémes et c’est la maturation de cette réponse immunitaire qui va entrainer

'apparition de signes cliniques et le développement d’'une PR : augmentation du nombre

d’épitopes reconnus, augmentation du taux d’anticorps, de leur avidité, et des isotypes

(Figure 4) (4)(16).

Healthy

EarlyRA |

*| oA Undifferentiated
- - arthrms P PO
Induction of Maturation of the
autoimmunity antibody response

RA

e

No additional changes

N

Figure 4 : Maturation de la réponse des anti-CCP dans le développement de la PR (4)

RA, rheumatoid arthritis

Slowly
progressive

Rapidly
progressive
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1.1.3. Utilité pronostique

Les PR anti-CCP+ ou anti-CCP- ont la méme présentation clinique initiale mais leur
évolution est différente. Les PR anti-CCP+ sont plus inflammatoires et présentent des
Iésions radiographiques plus précoces et plus nombreuses que les PR anti-CCP- (4). De
plus I'absence d’anticorps est associée a une plus forte probabilité de rémission sans
traitement de fond (17). Il existe donc plusieurs PR, différentes sur le plan phénotypique en

fonction des profils immunologiques.
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1.2. La carbamylation

1.2.1. Les modifications post-traductionnelles

La synthése protéique est un processus dont les derniéres étapes sont représentées
par de nombreuses modifications post-traductionnelles modifiant la nature et la fonction des
protéines (18). Ces modifications aboutissent a la formation de néo-antigénes pouvant
constituer des cibles pour le systéme immunitaire car considérés comme étrangers. S’en suit
alors la production d’anticorps dirigés contre ces antigenes (Figure 5).

Les modifications post-traductionnelles les plus connues dans la PR sont la glycation
du fragment Fc des IgG, possible préambule a I'émergence du FR (19) (Figure 6), et la
citrullination, modification enzymatique permettant la transformation de I'arginine en citrulline

sous l'effet de la peptidyl arginine déiminase (20) (Figure 7).
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Figure 5 : Production d’anticorps contre des néo-antigénes

A Glycation

- Non-enzymatic reaction

- Affects Lys and Arg
Lys
Lys
HO OH
+ L\ Y &; OH  OH
on M
N
NH,
OH  oH
Protein Glucose Schiff base

ouﬁ

Lys
Lys
0 OH gy DD AGEs
Arg
N
OH
= Cross-link
Amadori product (glycated protein)

Figure 6 : Glycation (15)
Lys, lysine ; Arg, arginine
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1.2.2. Description de la carbamylation

La carbamylation est une modification post-traductionnelle chimique, et non pas
enzymatique comme la citrullination (Figure 7). L’acide aminé lysine va, sous l'action du
cyanate, étre transformé en homocitrulline ; d’autres acides aminés présentant des chaines
latérales, notamment au niveau de la partie terminale des protéines, peuvent aussi étre
modifiés. La protéine subit alors un changement conformationnel par modification d’'une
charge positive en charge neutre. Sa structure et ses fonctions sont modifiées (20)(21).
Cette protéine est dite carbamylée ou homocitrullinée.

Dans l'organisme, le cyanate est en équilibre avec l'urée. C’est 'augmentation
anormale des concentrations de cyanate dans l'organisme qui va permettre ces
phénoménes de carbamylation, méme si cette derniére est possible a I'état physiologique,
notamment sur les protéines a longue demi-vie.

Les conditions pathologiques entrainant une augmentation de la concentration de
cyanate sont (Figure 8) (20)(22)(23):

- l'insuffisance rénale par augmentation des concentrations d’urée,

- linflammation : la myéloperoxidase stockée puis libérée par les
polynucléaires neutrophiles transforme le thiocyanate en cyanate par oxydation par le
peroxyde d’hydrogéne ainsi que le chlorure en cyanate,

- le tabagisme : la fumée inhalée contient des particules d’acide isocyanique
qui sont dégradées en thiocyanate puis en cyanate,

- linhalation directe de cyanates : biocarburants, combustion, cuisine, tabac,

sapin.
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La carbamylation est donc déja connue et impliquée dans certaines pathologies
(22)(23) :

- maladie rénale chronique : c’est dans un contexte d’insuffisance rénale
terminale que la carbamylation a été décrite pour la premiére fois il y a une trentaine
d’années. Le degré de carbamylation est un facteur pronostique indépendant de progression
de la maladie rénale, il est associé au taux d'urée et aux autres marqueurs comme la
créatinine.

- pathologies cardio-vasculaires : les protéines carbamylées sont plus souvent
retrouvées dans les zones inflammatoires des plaques athéromateuses que dans les
vaisseaux normaux. De plus, la carbamylation confére une activité proathérogéne aux
molécules modifiées, notamment les LDL (low density lipoprotein), par diminution de leur
capacité a se mobiliser, altération de leur pouvoir anti-inflammatoire et anti-oxydant,
accumulation dans les macrophages, apoptose des cellules endothéliales et enfin
prolifération des cellules musculaires lisses. Un taux élevé de carbamylation est corrélé a la
prévalence des maladies athéroscléreuses coronariennes et au risque d’événement
cardiovasculaire majeur : c’est un facteur de risque pronostique indépendant chez ces
patients. Elle est favorisée par le tabagisme car il entraine un taux élevé de thiocyanates
comme vu précédemment.

Ce lien entre carbamylation et pathologies cardio-vasculaires est un élément
important a souligner puisque I'on sait que le risque cardio-vasculaire est 1,5 fois plus
important chez les PR que dans la population générale (24). On pourrait donc supposer que
la carbamylation soit liée au risque cardio-vasculaire des patients atteints de PR.

Par ailleurs, de nombreuses protéines cibles ont été identifites comme I'EPO
(érythropoiétine) dont la carbamylation entraine la perte de ses fonctions d’erythropoiése, ou
bien encore les IgG1 qui, une fois carbamylées, ne peuvent plus fixer le C1Q perdant ainsi

leur fonction activatrice du complément (25).
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1.2.3. Lien entre carbamylation et PR

L’idée qu’'une carbamylation accrue puisse avoir lieu lors de la PR est plus récente.

Comme écrit précédemment, les modifications post-traductionnelles ont la capacité
de rompre la tolérance immunologique et donc d’induire la formation d’auto-anticorps.
Steinbrecher et al., ont montré pour la premiéere fois que cette rupture de tolérance pouvait
survenir avec des antigénes carbamylés. Les anticorps alors produits sont dirigés contre les
protéines modifi€es mais ne reconnaissent pas les épitopes natifs (26). Mydel et al. ont
ensuite démontré que des protéines homocitrullinées étaient détectées dans le sérum et le
liquide intra-articulaire de patients atteints de PR; et que dans des modéles murins,
limmunisation avec des protéines homocitrullinées pouvait induire des arthrites (27). Par
ailleurs, des protéines homocitrullinées ont été retrouvées dans des nodules de PR (28).

Plus récemment, Bright et al. ont émis I'hypothése que l'inflammation gingivale et
périodontale retrouvée dans les périodontopathies (facteur de risque environnemental de la
PR) pouvait entrainer une carbamylation ; ils ont de plus mis en évidence des protéines

carbamylées dans les tissus gingivaux enflammés (29).
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1.3. Les anticorps anti-protéines carbamylées (anti-CarP)

1.3.1. Une entité a part?

La citrulline, produit de la transformation enzymatique de 'arginine, et ’lhomocitrulline,
produit de la carbamylation de la lysine, sont 2 acides aminés trés proches sur le plan
chimique (Figure 7). Ces deux acides aminés contiennent une chaine latérale avec un
groupe —NH-CO-NH2 et la différence se trouve sur la longueur de cette chaine, plus longue
d’'un groupe méthyléne pour ’homocitrulline (20).

Turunen et al. ont montré que le test anti-CCP, peut reconnaitre a la fois des
protéines citrullinées et homocitrullinées. Par ailleurs, des lapins immunisés avec des
protéines homocitrullinées produisent des anticorps anti-CCP (30). Et, in vitro, les anticorps
anti-peptides citrullinés peuvent fixer I'homocitrulline et les anticorps anti-protéines
homocitrullinées peuvent étre inhibés par la citrulline et 'homocitrulline (8).

Existe-t-il donc réellement d’authentiques anticorps anti-protéines carbamylées et
constituent-ils une entité a part entiere, différente des anti-CCP?

Il semblerait, puisque certains anticorps anti-CCP et certains anticorps anti-CarP ne

reconnaissent que leur antigéne spécifique (31).

En 2011, Shi et al. ont mis en évidence des autoanticorps dirigés contre des
protéines carbamylées, a la fois chez les PR séropositives et séronégatives, montrant ainsi
la distinction entre ces deux anticorps (6). Ce résultat a été confirmé par plusieurs autres
études plus tard (7)(8)(9)(10)(11). De plus la cinétique d’apparition de ces deux anticorps est
globalement identique mais, sur le plan individuel, celle-ci peut étre différente (anti-CarP
précédant les anti-CCP ou inversement)(7)(11)(32). Enfin, chez les double positifs, les anti-
CarP sont inhibés par les antigénes carbamylés mais pas par les antigénes citrullinés ou les

contréles et inversement pour les anti-peptites citrullinés (6).
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Donc, méme s'il existe un risque de réaction croisée, il est possible de développer

des anticorps anti-CarP distincts des anti-CCP.

1.3.2. Les anticorps anti-CarP et la PR

1.3.2.1. Prévalence

Shi et al. ont été les premiers a tester les sérums humains de 557 patients atteints de
PR issus d’une cohorte de polyarthrites récentes et de 305 témoins sains pour les anti-CarP.
Dans cette cohorte, 45% des PR ont des IgG anti-CarP et 43% des IgA anti-CarP, contre
respectivement 2,95% et 5,24% des sujets sains (6).

Puis, dans 2 cohortes européennes (Leiden Early Arthritis Clinic et Swedish
Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthrits), les anti-CarP Fcs (anticorps dirigés
contre des protéines de veau feetal carbamylées) sont respectivement retrouvés chez 44,9%
et 35,6% des PR et les anti-CarP Fib (anticorps dirigés contre du fibrinogéne carbamylé)
chez 38% et 42,6% (10).

Yee et al. (9), Scinocca et al. (8) et Brink et al. (11) ont retrouvé respectivement des
anti-CarP chez 30, 49 et 42,2% des PR.

Tous ces anticorps sont retrouvés aussi bien chez les patients anti-CPP+ que les anti-CCP-.
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1.3.2.2. Prévalence des anticorps anti-CarP chez les PR
séronégatives

Selon les études, la prévalence des anti-CarP chez les PR anti-CCP- est de 0 a
31,4% (6)(7)(8)(9)(10)(11)(32)(33). lls sont retrouvés a la fois avant et apres le diagnostic de
PR.

Jiang et al. et Shi et al. ont montré que les anticorps anti-CarP sont significativement
plus présents chez les patients anti-CCP+ que chez les anti-CCP- (respectivement p<0,0001
et p<0,001) (10)(33) contrairement a Yee et al. qui n’a pas retrouvé de différence (9).

Chez les double négatifs (FR et anti-CCP), Gan et al. n'ont pas retrouvé d’anticorps
anti-CarP (0/9) (7).

La présence de ces anticorps chez les PR anti-CCP- confirme que les anti-CarP sont

bien une entité a part entiére.

1.3.2.3. Présence des anticorps anti-CarP avant la PR et
caractere prédictif

Les anti-CCP et le FR sont présents des années avant l'apparition des premiers
symptomes et sont, quand ils sont présents, prédictifs d’'une évolution d’arthralgies ou
d’arthrites indifférenciées vers une PR. Leur présence a donc un impact sur la prise en
charge diagnostique.

Les anticorps anti-CarP sont eux aussi présents avant le diagnostic de PR (7) chez
des patients avec des arthralgies FR+ et/ou CCP+ (33) ou avant méme les premiers
symptomes. lls sont retrouvés jusqu'a 14 ans avant I'apparition de la symptomatologie,
comme les anti-CCP, avec un taux augmentant avec le temps et donc plus important au
stade de PR qu’en pré-symptomatique (11)(32). lls sont prédictifs du développement
ultérieur vers une PR, que les patients soient symptomatiques (arthralgies avec anti-CCP

positifs) (33) ou non (7)(11).
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1.3.2.4. Spécificité et sensibilité des anticorps anti-CarP
dans la PR

Les anticorps anti-CarP ne sont pas retrouvés chez des sujets sains et sont
significativement plus importants chez les PR (49%) que chez les patients atteints de lupus
(5%) ou de rhumatisme psoriasique (3%) (p<0,05) (8).

Gan et al. ont montré que le dosage d’anticorps anti-CarP est peu sensible (<30%)
mais hautement spécifique (>95%) pour le diagnostic de PR. Cependant, I'ajout du dosage
de I'anti-Carp aux FR et anti-CCP n’augmenterait pas significativement la spécificité ou la
sensibilité (7).

1.3.2.5. Anticorps anti-CarP et activité et durée de la
maladie

L’association ACPA1 et anti-CarP, dans I'étude de Yee et al., est associée a la durée
de la maladie (p=0.0128) et a I'activité mesurée par le DAS28 contrairement a I'anticorps
anti-CarP pris seul. Le taux d’anticorps ACPA1-anti-CarP est corrélé significativement au
score du DAS28 (p=0.0264) (9).

Hormis Yee et al., le lien entre le phénotype clinique de la PR et les anticorps anti-
CarP a été assez peu investigué. Notre étude pourrait donc permettre d’apporter une

information majeure confirmant 'observation de Yee et al., et ce sur une cohorte nationale.
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1.3.2.6. Anticorps anti-CarP et pronostic radiographique

Shi et al. ont montré que la présence des anti-CarP est associée a une progression
radiographique plus sévére selon le score de SharP et ce notamment chez les anti-CCP
négatifs avec anti-CarP IgG (p=1,86 [1,41-2,26] , p<10°) (6). Chez les PR anti-CCP+, les
anti-CarP+ ne sont pas plus érosives. Cette constatation est confirmée par Yee et al. ou le
score de Sharp est significativement plus élevé chez les CarP+, avec un score moyen de 20
vs 10 chez les anti-CarP- (9). De plus, le taux d’anticorps est corrélé au score de Sharp
(p=0,0332) (9).

Brink et al. ont montré, dans une population de PR suédoises, que la présence des
anti-CarP avant le diagnostic de PR est associée aux lésions radiographiques au diagnostic
mesurées par le score de Larsen (p=0,003). De plus leur présence au diagnostic est corrélée
aux lésions radiographiques au diagnostic (p=0,017), a 24 mois (p=0,002) et a leur
progression (p=0,013), I'association étant plus forte chez les anti-CarP+/anti-CCP- et non

significative chez les CCP+ (11).

1.3.2.7. Association entre anticorps anti-CarP et
facteurs de risque génétiques et environnementaux

Les facteurs geénétiques (HLADRB1, PTPN22) et les facteurs environnementaux
(tabagisme, parodontopathie) sont des facteurs de risque de PR anti-CCP+. lls ont permis
de mieux comprendre la physiopathologie de la PR. Il est Iégitime de se demander s'ils sont
aussi des facteurs de risque de PR anti-CarP+. Jiang et al. n'ont pas retrouvé, dans 2
cohortes européennes de PR, de lien significatif entre les anticorps anti-CarP et les facteurs
génétiques (HLADRB1 et PTPN22) ainsi qu’avec le tabac conduisant donc a I'hypothése
d’'un mécanisme physiopathologique différent (10) méme si un lien non significatif entre la

présence des anti-CarP et l'alléele HLA-DRB1*03 semble apparaitre dans le sous-groupe
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CCP-. Par ailleurs, Scinocca et al. suggerent in vitro qu'un lien entre les alléles SE de

I'épitope partagé et I’homocitrulline est possible (8).

En définitive, la recherche de nouveaux biomarqueurs associés a la PR est un sujet
d’actualité ayant son importance notamment pour améliorer notre prise en charge
diagnostique et thérapeutique. Les données actuelles concernant les anticorps anti-CarP
sont tres prometteuses avec notamment des liens apparaissant entre ces anticorps et les
phénotypes clinique et radiographique de la PR. De nouvelles études sur de larges cohortes

sont donc nécessaires pour confirmer ces résultats.
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2. Dosage des anticorps anti-CarP dans les sérums des patients de la
cohorte nationale ESPOIR

2.1. Justification

Au vu de la littérature existante sur les anticorps anti-CarP dans la PR, ftres
prometteuse, il nous a semblé intéressant de répliquer et de compléter ces données sur une
cohorte frangaise de polyarthrites récentes.

Trouver un nouveau biomarqueur pour les patients atteints de PR permettrait
d’améliorer la sensibilité diagnostique, de rattraper les PR séronégatives et enfin de
connaitre le profil évolutif des polyarthrites associées a ces anticorps afin d’améliorer leur
prise en charge.

Il est donc nécessaire de compléter ces résultats par de nouvelles études, le but
étant, peut-étre dans un futur proche, d’intégrer le dosage des anticorps anti-CarP dans le kit
diagnostique de routine des PR avec les FR et les anti-CCP.

Le biomarqueur idéal serait a la fois prédictif de la maladie, sensible et spécifique,
pronostique, reflétant I'activité de la maladie, et prédisant la réponse au traitement.

Nous avons donc décidé d’étudier ces anticorps anti-CarP dans une cohorte

nationale francgaise, la cohorte ESPOIR.
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2.2. Patients et données

La cohorte ESPOIR est une cohorte nationale francaise longitudinale de patients
présentant des arthrites récentes avec un diagnostic probable ou certain de PR a I'inclusion.
813 patients, inclus entre décembre 2002 et mars 2005, ont été suivis de maniére réguliére
avec, a chaque visite, un recueil de données cliniques, biologiques et radiographiques. Nous
avons pu obtenir les sérums des patients issus de la visite des 6 mois afin de les tester pour
ces nouveaux anticorps. A défaut d’avoir pu tester les sérums a l'inclusion, la stabilité des
sérums dans le temps nous permet de conclure que si les anticorps étaient présents a
l'inclusion, ils le restent ensuite. Sur les 750 échantillons de sérums regus la disponibilité des
kits ELISA nous a permis de tester 720 d’entre eux.

Par ailleurs, nous avons également regu pour chaque patient de la cohorte ESPOIR
les données démographiques, cliniques, biologiques, radiographiques, et thérapeutiques

demandées.
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2.3. Méthodes de détection des anticorps anti-Carp

Pour tester les sérums des patients issus de la cohorte ESPOIR, nous avons utilisé
un kit Elisa non commercial, gracieusement donné par le laboratoire Inova Diagnostics
(Boston). Ce kit avait été utilisé par Shi et al. en 2010 dans la premiére étude portant sur les
anticorps anti-CarP dans la PR. Nous avons réalisé ces tests dans le laboratoire
d’Immunologie de l'université de Bordeaux (CIRID, UMR CNRS 5164 du Professeur

Moreau).

2.3.1. Protocole de ’ELISA anticorps anti-CarP

La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique
immuno-enzymatique de détection, qui permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps
gradce a une reaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une enzyme
préalablement fixée a I'anticorps.

Notre but étant de détecter des anticorps et non pas des antigénes, nous avons donc utilisé
un test ELISA indirect qui se découpe en 4 grandes étapes : le “coating” de I'antigéne, la
fixation des anticorps anti-CarP sur les antigénes carbamylés, la fixation des anticorps de
deétection sur les anticorps anti-CarP et la révélation des anticorps fixés grace a une réaction

enzymatique (Figure 9). Nous avons pour cela suivi le protocole fourni par le laboratoire.

Matériels et étapes préalables :

Nous disposions des réactifs suivants : CarP Wash Concentrate, Diluent, Low Positive
Control, six CarP Elisa Calibrators (correspondant a des concentrations différentes en
anticorps anti-CarP), HRP IgG Conjugate, TMB Chromogen, HRP Stop Solution.

Tous les sérums et tous les réactifs, préalablement conservés a température adaptée,
étaient mis a température ambiante avant de débuter les tests. Le CarP Wash Concentrate

fut dilué au 1:40.
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Etape 1 : « coating » de I’antigéne
Cette étape avait été préalablement réalisée par le laboratoire Inova Diagnostics. Le fond
des puits des plaques fournies était pré-recouvert avec des antigénes de veau feetal

carbamylés (Ca-FcS).

Etape 2 : fixation des anticorps anti-CarP sur les antigénes carbamylés
- nous avons préparé une dilution au 1:101 pour chaque échantillon de patient a I'aide du
diluent.
- nous avons ensuite disposé dans chaque plaque 100ul de chaque échantillon selon la
disposition indiquée dans le tableau ci-dessous (Tableau 2) :
- 6 contrbles ou calibrators, et leurs duplicats (concentrations décroissantes de A a F)
- 1 low positive control et son duplicat
- 1 blanc (diluent) et son duplicat

- 80 sérums de patients (S)

Tableau 2 : Exemple type de plaque

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
B Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
C Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
D Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
E Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
F Calibrator Calibrator S S S S S S S S S S
G Low Positiv | Low Positiv | S S S S S S S S S S
H Blanc Blanc S |S |S |S |S |S |S |S S S

- les anticorps anti-CarP, s’ils sont présents, se fixent sur les antigénes carbamylés présents
au fond des puits.
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- les plaques ont incubé pendant 30 minutes a température ambiante et a la lumiére du jour,
- puis ont été lavées manuellement a 5 reprises avec le CarP Wash Concentrate. Aprés

lavage, seul les anticorps anti-CarP s’étant fixés restent.

Etape 3 : fixation des anticorps de détection sur les anticorps anti-CarP

- nous avons rajouté dans chaque puits 100yl de HRP IgG conjugate, cette solution
contenant des anticorps reconnaissant les anticorps anti-CarP et se fixant a eux. Ces
anticorps de détection sont couplés a une enzyme HRP (horseradish peroxidase).

- nous avons fait incuber pendant 30 minutes a la lumiére du jour et les plaques ont été

lavées. Seuls les anticorps de détection fixés a des anticorps anti-Carp restent fixés.

Etape 4 : révélation des anticorps de détection fixés grace a une réaction enzymatique
- nous avons ensuite ajouté dans chaque puits 100 pl du TMB Chromogen (3,3’,5,5 ;-
tetramethylbenzidine), cette solution correspondant au substrat de 'enzyme HRP couplée
aux anticorps de détection (étape 4a). L’enzyme HRP va transformer, si elle est présente,
son substrat en produit de réaction détectable grace a I'apparition d’une coloration bleue.

- les plaques ont incubé 30 minutes dans le noir.

- enfin nous avons ajouté dans chaque puits 100 yl de HRP Stop Solution afin de figer la
réaction enzymatique et donc de figer la coloration (étape 4b).

- les plaques ont incubé encore une fois 30 minutes dans le noir. La couleur devient donc
jaune si une réaction enzymatique avait eu lieu auparavant.

- l'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d'enzyme présente et donc a la

concentration en anticorps recherchés.

Nous avons ensuite procédé a la lecture des puits (1Theure maximum aprés avoir
stoppé la réaction). Les plaques ont été lues a 450nm grace au spectrophotometre
(Varioskan Flash) pour transformer les valeurs d’absorbance en unités arbitraires par

millilitres (UA/ml).
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2.3.2. lllustrations (Figure 9 et Photo)
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Photo 1 : Exemple de plaque obtenue apres réalisation de 'ensemble des manipulations

La disposition est conforme a celle détaillée dans le tableau ci-dessus (Tableau 2).
Sur les deux premiéres colonnes, on peut noter un dégradé de jaunes de A a F, du plus
foncé au plus clair, correspondant a des concentrations décroissantes d’anticorps anti-CarP.
Les deux premiéres colonnes de la ligne G correspondent au Low Positive Control et celles
de la ligne H au diluent qui apparait donc transparent. On peut observer au sein de cette
plaque :
- des puits transparents correspondant a des sérums de patients ne contenant pas
d’anticorps anti-CarP
- des puits jaunes correspondant a des sérums contenant des anticorps anti-CarP, les

concentrations étant différentes selon l'intensité du jaune.

35



2.3.3. Résultats

Pour chaque plaque nous obtenions les résultats sous la forme suivante :
- une courbe de titration réalisée grace aux Calibrators, avec un coefficient de
corrélation stable aux alentours de 0,999 pour chaque courbe (Figure 10)
- les valeurs d’absorbance totale
- les valeurs aprés soustraction de I'absorbance due au FcS
- les valeurs transformées en unité arbitraire (UA/ml) selon cette courbe de

titration.

Figure 10 : courbe de titration réalisée avec les échantillons des Calibrators

2.3.4. Calcul du seuil de positivité

Pour déterminer le seuil de positivité des anticorps anti-CarP nous avons utilisé le
Low Positive Control (LPC) fourni par le laboratoire . Le LPC correspond a la concentration
seuil permettant d’affirmer la présence (si la concentration du sérum testé S était supérieure
a la concentration du LPC) ou 'absence d’anticorps anti-CarP (si la concentration du sérum
testé S était inférieure). Pour chaque plaque le seuil de positivité a été calculé en faisant la

moyenne des deux LPC. Ainsi, un seuil différent a donc été utilisé pour chaque plaque.
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2.4. Objectifs

2.4.1. Objectif primaire

L’objectif principal de I'étude est de connaitre la prévalence des anticorps anti-CarP
et leur répartition au sein des différentes populations de patients au vu de leur statut anti-

CCP et FR dans la cohorte ESPOIR.

2.4.2. Objectifs secondaires

Le but est de connaitre les caractéristiques clinique, biologique, radiographique et
thérapeutique associées aux anticorps anti-CarP, et d’évaluer leur caractére prédictif dans le
développement ultérieur d’'une PR.

Enfin, nous souhaitons étudier le lien entre ces anticorps et le tabagisme,
linsuffisance rénale, les facteurs de risque cardio-vasculaires et les événements cardio-
vasculaires. Car, du fait de la physiopathologie de la carbamylation et de son importance
dans I'athérosclérose et l'insuffisance rénale, il nous a semblé important de vérifier si cette
modification post-traductionnelle était liée a ces événements chez les patients atteints de
PR.

Dans nos analyses, nous avons comparé les patients avec anticorps anti-CarP

positifs versus anti-CarP négatifs, mais aussi différentes associations d’anticorps.
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En conclusion, notre étude pourrait avoir un impact important pour plusieurs raisons.
L’effectif de notre cohorte, comportant 720 patients, est un des effectifs les plus importants
dans cette littérature. La cohorte étudiée est une cohorte de polyarthrites récentes,
population intéressante en pratique clinique, avec un suivi longitudinal sur 10 ans permettant
une analyse exhaustive. Enfin, nous avons étudié des éléments globalement peu abordés et
méme nouveaux, en lien avec ces anticorps (activité de la maladie, facteurs de risque et
évéenements cardio-vasculaires, insuffisance rénale, analyse approfondie de différentes
associations d’anticorps). Tous ces éléments permettraient donc de compléter la littérature

existante et d’apporter des informations nouvelles.
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3. Anti-carbamylated protein antibodies are present in patients with early
arthritis and are associated with disease activity and radiological
damages

INTRODUCTION

Rheumatoid factor (RF) and anti-citrullinated protein antibodies (anti-CCP) are
currently used, in routine, for the diagnosis of rheumatoid arthritis (RA) (1). However a
substantial number of seronegative RA remains, with a diagnosis made based on clinical
characteristics. For this population of patients, new biomarkers would make the identification
easier and would help with their management, refining their prognosis.

Recently, a new autoantibody family with antibodies directed against carbamylated
protein (anti-CarP antibodies) have been identified in RA patients (2). Carbamylation is a
post-translational modification in which lysine is chemically converted into homocitrulline
under the influence of cyanate. In the organism, cyanate is in equilibrium in low concentration
with urea, in physiologic conditions. Carbamylation is caused by an increased concentration
of cyanate (increase of urea concentration, inflammation, smoking) (3). Presence and
involvement of carbamylated proteins in atherogenesis and renal failure has been highlighted
(3)(4)(5).

Anti-CarP antibodies have been recently described in RA. These antibodies are
present in both anti-CCP positive and anti-CCP negative RA with a total prevalence ranging
from 30% to 49% depending on studies (2)(6)(7)(8)(9).

They appear before the first symptoms and are predictive of future development of
RA both in patients with arthralgia (10) and in apparently healthy blood donors (9)(11).
Moreover, these anti-CarP antibodies are associated with more severe clinical disease when
associated with ACPA1 (7) and with radiological progression (2)(7)(9). Finally, they seem to
be specific for RA (6)(11). Further studies are still needed to confirm these associations.

Therefore, the main goal of the present study was to test the French national cohort
of recent arthritis for the presence of anti-CarP antibodies with identification of patient

clusters according to the antibody status for RF, anti-CCP and anti-CarP. The second goal
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was to evaluate the association between anti-CarP antibodies and disease activity, biological
data, radiographic data, therapeutic data, renal failure, cardiovascular risk factors and

events, and development of RA, by itself or in combination with RF and anti-CCP.

METHODS

Study population

The ESPOIR cohort (Etude et Suivi des Polyarthrites Indifférenciées Récentes) is a
French National, multicentre, longitudinal prospective cohort of early arthritis (12). The cohort
was constituted by asking general practitioners and rheumatologists to refer patients with
early arthritis to one of the 14 university hospitals participating in the ESPOIR project. 813
patients were included between December 2002 and March 2005.

Inclusion criteria were : age between 18 and 70, clinical diagnosis of RA as certain or
probable or clinical diagnosis of undifferentiated arthritis potentially becoming RA, at least 2
swollen joints since 6 weeks and less than 6 months, no prescription of DMARDS or
corticoids (except if less than 2 weeks or as an intra-articular injection less than 4 weeks
before inclusion). Exclusion criteria were the other inflammatory rheumatisms or connective
tissue diseases clearly determined according to usual criteria.

Every patient was seen every 6 months during the first 2 years then every year for a follow-
up of at least 10 years. The protocol was approved by French authorities in July 2002 and all
patients signed an informed consent. The scientific committee of the cohort accepted our
project and we obtained sera at 6 months after inclusion and data from patients including
demographic, clinic, biologic, radiographic and therapeutic data at baseline and at 96 months

after inclusion.
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Detection of anti-CarP antibodies

For IgG anti-CarP antibodies detection in sera, we used an ELISA test, developed by
Inova Diagnostics (Boston) as described by Shi and al. (2). The ELISA test was performed
following the manufactor’s instructions. Plates were pre-coated with carbamylated fetal calf
serum (FcS). We tested patients sera, diluted at 1:101. Anti-CarP levels were expressed in
arbitrary units (UA/ml). The cut-off value for positivity was determined, for each plate, by

calculating the mean of both Low Positive Controls values.

Analysed data

We collected patients characteristics from the ESPOIR cohort database. Clinical data
retained were : gender, age, weight, body mass index, disease activity assessment by
DAS28-ESR (erythrocyte sedimentation rate) at baseline, symptoms duration, type of
beginning symptoms, smoking and alcoholism at baseline, diabetes, hypertension,
dyslipidemia, myocardial infarction, and cerebrovascular disease at baseline and 8 years.
Biological data collected at baseline were : ESR (mm at first hour, positivity was determined
by ESR>10), C reactive protein (CRP, mg/l, positivity was determined by CRP>5), RF (Ul/ml,
positivity was determined in each center), anti-CCP antibodies (Ul/ml, positivity was
determined in each center) and creatinine (mmol/l). Radiological data collected were :
presence or absence of erosion joints at baseline and at 8 years (M96), Sharp score at
baseline. Therapeutic data collected were : use of DMARDs (disease modifying anti-
rheumatic drugs) at 8 years. Final diagnosis of RA was validated if patients fulfilled the

ACR/EULAR 2010 criteria at least once over the 8 years.
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Statistical analysis

Quantitative variables were presented as mean with their standard deviation (as well
as median with interquartile range), and qualitative variables as percentages. To compare
anti-CarP+ and anti-CarP- groups in the whole population and in each cluster, chi-2 test was
used for qualitative variables and Student’s t-test for quantitative variables. Non parametric
correlation analyses were performed using a Spearman correlation test. Odds ratios with
their 95% confidence intervals were also estimated. All analyses were performed using

STATA 13.1 software. P-values less than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Population characteristics

We analysed the sera for anti-CarP status for 720 ESPOIR patients collected at 6
months.

The baseline characteristics of the 720 patients were described in Table 1. Among
the 720 patients, 711 had available datas for all antibodies (RF, anti-CCP and anti-CarP).
Among the 720 patients, 663 had available datas for ACR criteria. 96.2% of these patients

fulfilled the ACR 2010 criteria for RA at least once over the 8 years (638/663).

Table 1 : Baseline characteristics of the 720 patients with early arthritis

ESPOIR cohort, n=720

Age, years, mean+/-SD 48,2+/-12,5
Sex, female, n (%) 547 (76)
Duration of symptoms, days, median (IQR) 147 (124.25)
BMI, mean+/-SD (n=718) 25+/-4.6
DAS28-ESR, mean+/-SD (n=708) 5,1+/-1.3
IgM-RF positive, n (%) (n=711) 297 (41.8)
Anti-CCP positive, n (%) (n=711) 273 (38.4)
IgM-RF negative and anti-CCP negative, n (%) (n=711) 356 (50.1)

SD, standard deviation ; IQR, interquartile range ; BMI, body mass index ; IgM-RF, IgM rheumatoid
factor ; anti-CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; n, patients with available data
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Prevalence of anti-CarP antibodies, association with anti-CCP and RF

Anti-CarP antibodies were detected in sera of 32.6% of ESPOIR patients at 6 months
(235/720). The demographic characteristics at baseline of anti-CarP+ and anti-CarP- patients

were comparable and described in Table 2.

Table 2 : Baseline characteristics according to the presence of anti-CarP

Anti-CarP+ (n=235)  Anti-CarP- (n=485) p

Age, years, mean+/- 47.3+/-11.9 48.6+/-12.7 NS
SD

Sex, female, n (%) 181 (77) 366 (75.5) NS
Duration of 143 (112.5) 150 (129) NS
symptoms, days,

median (IQR)

BMI, mean+/-SD 25.1+/-4.6 (n=234) 24 .9+/-4.6 (n=484) NS

SD, standard deviation ; IQR, interquartile range ; BMI, body mass index ; Anti-CarP, anti-
carbamylated protein antibodies ; NS : non significative difference

The percentage of positivity of each antibody was resumed in Figure 1 : 41.8% were

RF+, 38.4% were anti-CCP+ and 32.3% were anti-CarP+ (considering patients with available

data for all antibodies, ie 711 patients).

Positivity of antibodies

3 | ’32,30%
2 | ’41,80%
1| ’38,40%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%

Figure 1 : Antibodies positivity in 711 patients (patients with complete available data).
1: anti-CCP= 38.4% (273/711), 2: RF-IgM=41.8% (297/711), 3: anti-CarP antibodies=32.3%
(230/711)
Anti-CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; RF-IgM, rheumatoid factor IgM; anti-CarP, anti-
carbamylated proteins antibodies
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Anti-CarP antibodies were detected both in anti-CCP+ and anti-CCP- patients and in

RF+ and RF- patients (Figure 2A et 2B). There were significantly more anti-CarP+ patients in

anti-CCP+ than in anti-CCP- group (41.8% versus 26.5%, OR=1.990 [1.425-2.778],

p<0.0001). There were significantly more anti-CarP+ in RF+ than in RF- patients (42.1%

versus 25.4%, OR=2.139[1.534-2.982], p=<0.0001).

A/

CCP+/ FR-/ FR+/
CCP_/ CarP+ CarP+ CarP-
CarP- 16% 14.80 — 24.20
45.3%
CCP+/ FR-/

CCP-/ CarP- CarP- (f;rgg

CarP+ 22.4% 43.40 %

16.3% %

B

Figure 2 : anti-CarP antibodies repartition according to anti-CCP and RF positivity.

A/Relative distribution (in percentage) of the combinations of positivity and negativity of anti-

CarP and anti-CCP antibodies illustrated by pie charts.

B/Relative distribution (in percentage) of the combinations of positivity and negativity of anti-

CarP and RF antibodies illustrated by pie charts.
CarP, anti-carbamylated protein antibodies ; CCP, anti- cyclic citrullinated peptid antibodies; FR,

rheumatoid factor IgM
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Among the 711 patients with available data for all antibodies, anti-CarP antibodies
were present in 23.6% of double seronegative patients (RF negative and anti-CCP negative)
and among these 711 patients, 11.8% are single positive for anti-CarP antibodies.

Frequence of single-positive, double-positive and triple-positive in these 711 patients were

reported in Figure 3.

Anti-CarP
11,8%

2,9% 4,5%
13,1%

52% 1729 7%

Anti-CCP FR

All negative : 38,3%

Figure 3 : Distribution of antibodies in ESPOIR cohort (available data for 711 patients).
Anti-CarP, anti-carbamylated protein antibodies ; FR, rheumatoid factor ; anti-CCP, anti-cyclic
citrullinated peptid antibodies
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RA characteristics in anti-CarP- versus anti-CarP+ patients

Among our population of patients with early arthritis, anti-CarP+ and anti-CarP-

presented differences in their clinical, biological and radiological features (Table 3).

Briefly, anti-CarP positivity was associated with a more active disease at baseline as
measured by the mean of DAS28-ESR (4.977 [4.860-5.094] versus 5.342 [5.180-5.504],
p=0.0004) (Figure 4). More precisely, the distribution in the different DAS subgroups was
also significantly different (p=0.009) with, in class 1 (DAS<3.2), more anti-CarP- patients (9.7
versus 3.4%) (Figure 5). Moreover, there was more positive CRP and/or ESR in patients with
anti-CarP+ than in anti-CarP- (p=0.049 and p=0.002 respectively). Anti-CarP positivity was
also associated with more radiological damages at 96 months as measured by the presence

or absence of erosions (55.6% versus 37.3%, OR=2.101[1.166-3.793], p=0.008) (Figure 6).

Interestingly, there was no link between anti-CarP positivity and renal failure, use of
DMARD or cardio-vascular history. There was no correlation either between anti-CarP levels

and levels of DAS28-ESR, CRP, ESR and SharP score.

For the RA diagnosis, 95% of anti-CarP- patients fulfilled ACR criteria against 98.6%
of anti-CarP+ (p=0.022) (Figure 8). Sensibility and specificity of anti-CarP antibodies were
respectively of 34 and 88%. Positive predictive value and negative predictive value of anti-

CarP antibodies were respectively of 98.6 and 5%.

RA characteristics in anti-CCP+/anti-CarP- versus anti-CCP+/anti-CarP+

patients

Among the 273 anti-CCP+ patients, 41.8% were double positive and 58.2% were
anti-CCP+/anti-CarP- (Table 4). Double positive patients had a more active disease as
measured by the mean of DAS28-ESR at baseline (5.131 [4.924-5.338] versus 5.442 [5.221-

5.664], p=0.0465) (Figure 4). Moreover, the distribution in different DAS categories was also
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different (p=0.010) with, in class 1 (DAS<3.2), significantly more anti-CCP+/anti-CarP-
patients (9.8 versus 0.9%) (Figure 5) .

There was no significant difference between both populations for radiologic damages
at 96 months as measured by the presence or absence of erosions (56.1% versus 59.2%,
OR=1.135[0.522-2.483], p=0.730) (Figure 6). However, anti-CCP+/anti-CarP- patients had a
significantly more severe radiological profile at inclusion (45.1% versus 28.8%,
OR=0.493[0.283-0.854], p=0.007) (Figure 7).

Regarding the cardio-vascular risk factors, there were significantly more diabetics
patients at 96 months in anti-CCP+/anti-CarP+ than in anti-CCP+/anti-CarP- (10.8% versus
3%, (OR=3.892 [1.035-17.789], p=0.019). There was no link between double positivity of
anti-CCP and anti-CarP and renal failure, use of DMARD or cardio-vascular history.

Sensibility and specificity of anti-CarP antibodies on anti-CCP+ group were
respectively of 41.9 and 75%. Positive predictive value and negative predictive value of anti-

CarP antibodies on this group were respectively of 99.1 and 1.9%.

RA characteristics in RF+/anti-CCP-/anti-CarP- versus RF+/anti-CCP-

/anti-CarP+ patients

Among the 82 patients RF+/anti-CCP-, 39% were anti-CarP+ (Table 5). Patients with
RF+/anti-CCP-/anti-CarP+ had a significantly more active disease at baseline than patients
with RF+/anti-CCP-/anti-CarP— as measured by the mean of DAS28-ESR (4.876 [4.510-
5.241] versus 5.682 [5.265-6.099], p=0.005) (Figure 4). The distribution in the different DAS
categories was also significantly different (p=0.020) with, in class 1 (DAS<3.2) and in class 2
(3.2<DAS<5.1), more RF+/anti-CCP-/anti-CarP— patients (12.2 versus 0% and 49 versus
34.4%) and in class 3 (DAS>5.1) more RF+/anti-CCP-/anti-CarP+ patients (65.6 versus
38.8%) (Figure 5). Moreover, RF+/anti-CCP-/anti-CarP+ had more frequently positive ESR at

baseline than RF+/anti-CCP-/anti-CarP- (p=0.022).
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There was no significant difference between both populations for radiologic damages
at 96 months as measured by the presence or absence of erosions (p=0,235) (Figure 6).

Interestingly, no link was found between positivity of anti-CarP in RF+/anti-CCP-
patients and renal failure, use of DMARD or cardio-vascular history.

In both groups, all patients fulfiled ACR 2010 criteria.

RA characteristics in RF-/anti-CCP-/anti-CarP- versus RF-/anti-CCP-/anti-

CarP+ patients

Among the 356 patients RF-/antiCCP-, 23.6% were anti-CarP positive (Table 6).
Patients with RF-/anti-CCP-/anti-CarP+ had the same disease activity than patients with RF-
/anti-CCP-/anti-CarP— as measured by the mean of DAS28-ESR at baseline (p=0,188).

There was no link between positivity of anti-CarP antibodies in RF-/anti-CCP- patients
and radiological damages at 96 months (p=0,077).

In this same subgroup of patient, we did not find any association between anti-CarP
antibodies positivity and renal failure, use of DMARD or cardio-vascular history.

Sensibility and specificity of anti-CarP antibodies on RF-/anti-CCP- group were
respectively of 24.4 and 90.5%. Positive predictive value and negative predictive value of

anti-CarP antibodies on this group were respectively of 97.2 and 8.1%.
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Table 3 : Comparison of anti-CarP negative vs anti-CarP positive patients (n=720)

Anti-CarP- (n=485) Anti-CarP+ (n=235) OR [95% CIl] p value
Clinic
-Beginning ,n (%) 0.955
1:explosive 111/485 (22.9%) 51/235 (21.7%)
2:subacute 126/485 (26%) 64/235 (27.2%)
3:insidious 205/485 (46.3%) 101/235 (43%)
4:paroxystic 43/485 (8.9%) 19/235 (8.1%)
-DAS28VS t0 (n=708)
Mean, [95%ClI] 4.977[4.860-5.094] 5.342[5.180-5.504] (n=232) 0.0004*
(n=476)
Class, n (%) 0.009*
<3,2 46/476 (9.7%) 8/232 (3.4%)
3,2< <51 206/476 (43.3%) 99/232 (42.7%)
>5,1 224/476 (47%) 125/232 (53.9%)
Biology
-CRP t0 (n=708)
Mean, [95%Cl] 20.519[17.426-23.611] 25.103[21.007-29.200] 0.088
(n=476) (n=232)
Positivity, n (%) 303/476 (63.6%) 165/232 (71.1%) 1.406[0.989-2.009] 0.049*
-ESR t0 (n=711)
Mean, [95%ClI] 28.408[26.197-30.618] 31.661[28.519-34.803] 0.097
(n=478) (n=233)
Positivity, n (%) 360/478 (75.3%) 199/233 (85.4%) 1.918[1.245-3.010] 0.002*
Radiology
-Erosive t0, n (%) (n=689)  160/462 (34.6%) 751227 (33%) 0.931[0.655-1.320] 0.679
-Erosive M96, n (%) 69/185 (37.3%) 40/72 (55.6%) 2.101[1.166-3.793] 0.008*
(n=257)
-Sharp t0, mean[95%ClI] 5.074[4.445-5.702] 5.092[4.076-6.109] (n=227) 0.974
(n=689) (n=462)
Treatment
-DMARD M96, n (n=480) 250/336 (74.4%) 118/144 (81.9%) 1.561[0.938-2.659] 0.073
(%)
Renal
-Renal failure t0, n (%) 28/478 (5.9%) 13/232 (5.6%) 0.954[0.444-1.948] 0.892
(n=710)
Cardio-vascular
-Risk factors t0, n (%)
Smoking 235/485 (48.4%) 112/235 (47.7%) 0.969[0.700-1.339] 0.842
Alcohol 97/485 (20%) 39/235 (16.6%) 0.796[0.514-1.217] 0.274
Hypertension 81/485 (16.7%) 36/235 (15.3%) 0.902[0.570-1.407] 0.637
Hyperchol. 81/485 (16.7%) 33/235 (14%) 0.815[0.508-1.285] 0.360
Hypertrigly. 17/485 (3.5%) 7/235 (3%) 0.845[0.292-2.182] 0.712
Diabetes 17/485 (3.5%) 12/235 (5.1%) 1.481[0.633-3.350] 0.306
-Risk factors M96, n (%)
(n=476)
Hypertension 110/332 (33.1%) 37/144 (25.7%) 0.698[0.437-1.102] 0.107
Hyperchol. 133/332 (40.1%) 49/144 (34%) 0.772[0.501-1.183] 0.213
Hypertrigly. 53/332 (16%) 21/144 (14.6%) 0.899[0.493-1.593] 0.703
Diabetes 21/332 (6.3%) 13/144 (9%) 1.470[0.655-3.180] 0.293
-Events t0, n (%)
Myocardial i. 6/485 (1.2%) 1/235 (0.4%) 0.341[0.007-2.848] 0.298
Cerebral. 2/485 (0.4%) 2/235 (0.8%) 2.073[0.149-28.729] 0.458
-Events M96, n (%)
(n=476)
Myocardial i. 9/332 (2.7%) 4/144 (2.8%) 1.025[0.227-3.749] 0.967
Cerebral. 2/332 (0.6%) 4/144 (2.8%) 4.714[0.664-52.478] 0.051
Diagnosis
-ACR, n (%) (n=663) 421/443 (95%) 217/220 (98.6%) 0.022*

OR, odds ratio ; anti-Carp, anti-carbamylated protein antibodies ; t0, inclusion ; M96, 96 months ;
Dmard, disease modifying anti-rheumatic drug ; hyperchol.,hypercholesterolemia ; hypertrigly.,
hypertriglyceridemia ;Cerebral., stroke or ischemic attack transient; ACR, ACR 2010 criteria fulfilled at
least once over the 8 years
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Table 4 : Comparaison of anti-CCP+/anti-CarP- vs anti-CCP+/anti-CarP+ (n=273)

CCP+CarP- (n=159) CCP+CarP+ (n=114) OR [95%CI] p value
Clinic
-Beginning, n (%) 0.552
1:explosive 39/159 (24.5%) 23/114 (20.2%)
2:subacute 34/159 (21.4%) 32/114 (28.1%)
3:insidious 67/159 (42.1%) 48/114 (42.1%)
4:paroxystique 19/159 (18.2%) 11/114 (9.6%)
-DAS28VS t0 (n=265)
Mean [95%Cl] 5.131[4.924-5.338] 5.442[5.221-5.664] 0.0465*
(n=153) (n=112)
Class, n (%) 0.010*
<3,2 15/153 (9.8%) 1/112 (0.9%)
3,2>>51 52/153 (34%) 45/112 (40.2%)
>5,1 86/153 (56.2%) 66/112 (58.9%)
Biology
-CRP t0 (=269)
Mean [95%Cl] 23.237[17.146-29.328] 28.327[21.992-34.663] 0.262
(n=156) (n=113)
Positivity, n (%) 114/156 (73.1%) 90/113 (79.6%) 1.442[0.781-2.703] 0.214
-ESR t0 (n=268)
Mean[95%Cl] 33.174[29.096-37.253] 34.850[30.422-39.277] 0.587
(n=155) (n=113)
Positivity, n (%) 131/155 (84.5%) 104/113 (92%) 2.117[0.900-5.393] 0.064
Radiology
-Erosive t0, n (%) (n=264) 69/153 (45.1%) 32/111 (28.8%) 0.493[0.283-0.854] 0.007*
-Erosive M96, n (%) 46/82 (56.1%) 29/49 (59.2%) 1.135[0.522-2.483] 0.730
(n=131)
-Sharp mean[95%CIJ 6.157[4.844-7.470] 5.315[3.845-6.786] 0.403
(n=264)
Treatment
-Dmard M96, n (%) 118/135 (87.4%) 76/83 (91.6%) 1.564[0.581-4.670] 0.341
(n=218)
Renal
-Renal failure t0, n (%) 5/156 (3.2%) 8/112 (7.1%) 2.323[0.647-9.259] 0.139
(n=268)
Cardio-vascular
-Risk factors t0, n (%)
Smoking 84/159 (52.8%) 57/114 (50%) 0.893[0.536-1.487] 0.644
Hypertension 27/159 (17%) 12/114 (10.5%) 0.575[0.253-1.245] 0.133
Alcohol 38/159 (23.9%) 20/114 (17.5%) 0.677[0.350-1.287] 0.205
Hyperchol. 25/159 (15.7%) 13/114 (11.4%) 0.690[0.308-1.485] 0.309
Hypertrigly. 3/159 (1.9%) 2114 (1.7%) 0.929[0.076-8.246] 0.936
Diabetes 2/159 (1.3%) 5/114 (4.4%) 3.601[0.574-38.283] 0.107
-Risk factors M96, n (%)
(n=215)
Hypertension 39/132 (29.5%) 20/83 (24.1%) 0.757[0.381-1.475] 0.383
Hyperchol. 53/132 (40.1%) 25/83 (30.1%) 0.642[0.342-1.195] 0.136
Hypertrigly. 23/132 (17.4%) 10/83 (12%) 0.649[0.260-1.522] 0.287
Diabetes 4/132 (3%) 9/83 (10.8%) 3.892[1.035-17.789] 0.019*
-Events t0, n (%)
Myocardial i. 1/159 (0.6%) 1/114 (0.1%) 1.398[0.018-110.436] 0.812
Cerebral 0 0
-Events M96, n (%)
(n=215)
Myocardial i. 4/132 (3%) 3/83 (3.6%) 1.2[0.171-7.287] 0.814
Cerebral. 0/132 (0%) 2/83 (2.4%)
Diagnosis
-ACR, n (%) (n=269) 154/157 (98.1%) 111/112 (99.1%) 0.496

OR, odds ratio ; anti-Carp, anti-carbamylated protein antibodies ; CCP, anti-citrullinated peptid
antibodies ; t0, inclusion ; M96, 96 months ; Dmard, disease modifying anti-rheumatic drug;
hyperchol.,hypercholesterolemia ; hypertrigly., hypertriglyceridemia ;Cerebral., stroke or ischemic

attack transient; ACR, ACR 2010 criteria fulfilled at least once over the 8 years
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Table 5 : Comparison of RF+/anti-CCP-/anti-CarP- vs RF+/anti-CCP-/anti-CarP+(n=82)

FR+CCP-CarP- (n=50) FR+CCP-CarP+ (n=32) OR [95%CI] P value
Clinic
-Beginning, n (%) 0.896
1:explosive 14/50 (28%) 7132 (21.9%)
2:subacute 13/50 (26%) 10/32 (31.2%)
3:insidious 18/50 (36%) 11/32 (34.4%)
4:paroxystique 5/50 (10%) 4/32 (12.5%)
-DAS28VS t0
Mean [95%CI] (n=81) 4.876[4.510-5.241] (n=49)  5.682[5.265-6.099] (n=32) 0.005*
Class, n (%) 0.020*
<3,2 6/49 (12.2%) 0/32 (0%)
3,2>>51 24/49 (49%) 11/32 (34.4%)
>5,1 19/49 (38.8%) 21/32 (65.6%)
Biology
-CRP t0
Mean 23.347 25.375 0.201
Positivity, n (%) (n=81)  29/49 (59.2%) 23/32 (71.9%) 1.762[0.617-5.245] 0.244
-ESR 0
Mean 29.918 33.906 0.122
Positivity, n (%) 36/49 (73.5%) 30/32 (93.7%) 5.417[1.073-52.277] 0.022*
(n=81)
Radiology
-Erosive MO, n (%) 18/48 (37.5%) 11/30 (36.7%) 0.965[0.334-2.732] 0.941
(n=78)
-Erosive M96, n (%) 6/19 (31.6%) 4/7 (57.1%) 2.889[0.346-25.470] 0.235
(n=26)
-Sharp t0, mean (n=78)  5.333 3.867 0.360
Treatment
-Dmard M96, n (%) 31/40 (77.5%) 15/18 (83.3%) 1.452[0.299-9.485] 0.612
(n=58)
Renal
-Renal failure t0, n (%) 6/49 (12.2%) 1/31 (3.2%) 0.239[0.005-2.158] 0.164
(n=80)
Cardio-vascular
-Risk factors t0, n (%)
Smoking 25/50 (50%) 13/32 (40.6%) 0.684[0.252-1.837] 0.406
Hypertension 5/50 (10%) 7132 (21.9%) 2.52[0.608-11.069] 0.138
Alcohol 10/50 (20%) 6/32 (18.7%) 0.923[0.245-3.218] 0.890
Hyperchol. 10/50 (20%) 7132 (21.9%) 1.12[0.317-3.757] 0.838
Hypertrigly. 2/50 (4%) 2/32 (6.2%) 1.6[0.110-23.025] 0.644
Diabetes, n 2/52 (3.8%) 2/32 (6.2%) 1.6[0.110-23.025] 0.644
-Risk factors M96 , n
(%) (n=58)
Hypertension 12/40 (30%) 7/18 (38.9%) 1.485[0.385-5.461] 0.505
Hyperchol. 17/40 (42.5%) 10/18 (55.6%) 1.691[0.479-6.053] 0.356
Hypertrigly. 8/40 (20%) 4/18 (22.2%) 1.143[0.215-5.172] 0.847
Diabetes 4/40 (10%) 3/18 (16.7%) 1.8[0.232-11.981] 0.471
-Events t0, n (%)
Myocardial i. 1/50 (2%) 0/32 (0%)
Cerebral. 0 0
-Events M96, n (%)
(n=58)
Myocardial i. 1/40 (2.5%) 1/18 (5.6%) 2.294[0.028-184.601] 0.555
Cerebral. 0 0
Diagnosis

-ACR, n (%) (n=81)

49/49 (100%)

32/32 (100%)

OR, odds ratio ; anti-Carp, anti-carbamylated protein antibodies ; CCP, anti-citrullinated peptid
antibodies ; RF, rheumatoid factor ; t0, inclusion ; M96, 96 months ; Dmard, disease modifying anti-
rheumatic drug ; hyperchol.,hypercholesterolemia ; hypertrigly., hypertriglyceridemia ;Cerebral., stroke

or ischemic attack transient; ACR, ACR 2010 criteria fulfilled at least once over the 8 years
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Table 6 : Comparison of RF-/anti-CCP-/anti-CarP- vs RF-/anti-CCP-/anti-CarP+(n=356)

FR-CCP-CarP- (n=272) FR-CCP-CarP+ (n=84) OR [95%CI] P value
Clinic
-Beginning, n (%) 0.684
1:explosive 58/272 (21.3%) 21/84 (25%)
2:subacute 771272 (28.3%) 20/84 (23.8%)
3:insidious 118/272 (43.4%) 39/84 (46.4%)
4:paroxystique 19/272 (7%) 4/84 (4.8%)
-DAS28VS t0
Mean [95%CI] (n=353) 4.897[4.743-5.051] 5.114[4.814-5.413] (n=83) 0.188
(n=270)
Class, n (%) 0.929
<3,2 24/270 (8.9%) 7/83 (8.4%)
3,2>>51 130/270 (48.1%) 38/83 (45.8%)
>5,1 116/270 (43%) 38/83 (45.8%)
Biology
-CRP t0 (n=350)
Mean [95%Cl] 18.563[14.854-22.273] 21.610[14.911-28.309] 0.433
(n=268) (n=82)
Positivity, n (%) 159/268 (59.3%) 50/82 (61%) 1.071[0.628-1.843] 0.790
-VS t0 (n=353)
Mean[95%Cl] 25.426[22.648-28.204] 26.976[21.419-32.533] 0.603
(n=270) (n=83)
Positivity, n (%) 189/270 (70%) 61/83 (73.5%) 1.188[0.666-2.174] 0.540
Radiology
-Erosive t0, n (%) 72/257 (28%) 29/82 (35.4%) 1.406[0.795-2.454] 0.205
(n=339)
-Erosive M96, n (%) 16/83 (19.3%) 6/15 (40%) 2.792[0.702-10.235] 0.077
(n=98)
-Sharp t0, 4.389[3.662-5.116] 4.463[3.057-5.869] (n=82) 0.923
mean[95%Cl](n=339) (n=257)
Treatment
-Dmard M96, n (%) 99/158 (62.7%) 24/40 (60%) 0.894[0.417-1.958] 0.757
(n=198)
Renal
-Renal failure t0, n (%) 17/269 (6.3%) 2/84 (2.4%) 0.361[0.040-1.579] 0.163
(n=353)
Cardio-vascular
-Risk factors t0, n (%)
Smoking 125/272 (46%) 38/84 (45.2%) 0.971[0.576-1.634] 0.908
Hypertension 48/272 (17.6%) 15/84 (17.9%) 1.014[0.496-1.982] 0.965
Alcohol 49/272 (18%) 12/84 (14.3%) 0.758[0.348-1.548] 0.428
Hyperchol. 46/272 (16.9%) 13/84 (15.5%) 0.900[0.421-1.813] 0.757
Hypertrigly. 12/272 (4.4%) 3/84 (3.6%) 0.802[0.142-3.076] 0.737
Diabetes 13/272 (4.8%) 4/84 (7.4%) 0.996[0.230-3.343] 0.995
-Risk factors M96, n
(%)(n=197)
Hypertension 58/157 (36.9%) 9/40 (22.5%) 0.495[0.194-1.164] 0.085
Hyperchol. 62/157 (39.5%) 14/40 (35%) 0.825[0.368-1.792] 0.602
Hypertrigly. 22/157 (14%) 6/40 (15%) 1.083[0.333-3.040] 0.873
Diabetes 13/157 (8.3%) 1/40 (2.5%) 0.284[0.006-2.013] 0.204
-Events t0, n (%)
Myocardial i. 4/272 (1.5%) 0/84 (0%)
Cerebral. 2/272 (0.7%) 2/84 (2.4%) 3.293[0.234-45.883] 0.211
-Events M96, n (%)
(n=197)
Myocardial i. 4/157 (2.5%) 0/40 (0%)
Cerebral. 2/157 (1.3%) 2/40 (5%) 4.079[0.284-57.387] 0.136
Diagnosis
-ACR, n (%) (n=304) 214/233 (91.8%) 69/71 (97.2%) 0.120

OR, odds ratio ; anti-Carp, anti-carbamylated protein antibodies ; CCP, anti-citrullinated peptid
antibodies ; RF, rheumatoid factor ; t0, inclusion ; M96, 96 months ; Dmard, disease modifying anti-
rheumatic drug; hyperchol.,hypercholesterolemia ; hypertrigly., hypertriglyceridemia ;Cerebral., stroke

or ischemic attack transient; ACR, ACR 2010 criteria fulfilled at least once over the 8 years
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Figure 4: Mean of DAS28-ESR at baseline, results for each clusters according to the
antibody status for FR, anti-CCP and anti-CarP, illustrated by histograms.
A/ Mean of DAS28-ESR in CarP- vs CarP+.
B/ Mean of DAS28-ESR in CCP+/CarP- vs CCP+/CarP+.
C/ Mean of DAS28-ESR in FR+/CCP-/CarP- vs FR+/CCP-/CarP+.
D/ Mean of DAS28-ESR in FR-/CCP-/CarP- vs FR-/CCP-/CarP+.
FR, rheumatoid factor ; CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; CarP, anti-carbamylated
protein antibodies
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Figure 5 : Class of DAS28-ESR at baseline, results for each clusters according to the
antibody status for FR, anti-CCP and anti-CarP, illustrated by histograms.
1: DAS28ESR<3,2; 2 : 3,2<DAS28ESR=<5,1 ; 3 : DAS28ESR>5,1
A/ Class of DAS28-ESR in CarP- vs CarP+.
B/ Class of DAS28-ESR in CCP+/CarP- vs CCP+/CarP+.
C/ Class of DAS28-ESR in FR+/CCP-/CarP- vs FR+/CCP-/CarP+.
D/ Class of DAS28-ESR in FR-/CCP-/CarP- vs FR-/CCP-/CarP+.

FR, rheumatoid factor ; CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; CarP, anti-carbamylated
protein antibodies
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Figure 6 : Erosive or not at 96 months, results for each clusters according to the antibody
status for FR, anti-CCP and anti-Carp, illustrated by histograms.
A/ Erosive or not at 96 months in CarP- vs CarP+.
B/ Erosive or not at 96 months in CCP+/CarP- vs CCP+/CarP+.
C/ Erosive or not at 96 months in FR+/CCP-/CarP- vs FR+/CCP-/CarP+.
D/ Erosive or not at 96 months in FR-/CCP-/CarP- vs FR-/CCP-/CarP+.
FR, rheumatoid factor ; CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; CarP, anti-carbamylated
protein antibodies
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Figure 7 : Erosive or not at baseline, results for each clusters according to the antibody

status for FR, anti-CCP and anti-Carp, illustrated by histograms.

A/ Erosive or not at baseline in CarP- vs CarP+.
B/ Erosive or not at baseline in CCP+/CarP- vs CCP+/CarP+.
C/ Erosive or not at baseline in FR+/CCP-/CarP- vs FR+/CCP-/CarP+.
D/ Erosive or not at baseline in FR-/CCP-/CarP- vs FR-/CCP-/CarP+.
FR, rheumatoid factor ; CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; CarP, anti-carbamylated
protein antibodies
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Figure 8 : ACR 2010 criteria fulfilled or not, results for each clusters according to the antibody

status for FR, anti-CCP and anti-Carp, illustrated by histograms.

A/ ACR 2010 criteria fulfilled or not in CarP- vs CarP+.

B/ ACR 2010 criteria fulfilled or not in CCP+/CarP- vs CCP+/CarP+.

C/ ACR 2010 criteria fulfilled or not in FR+/CCP-/CarP- vs FR+/CCP-/CarP+.
D/ ACR 2010 criteria fulfilled or not in FR-/CCP-/CarP- vs FR-/CCP-/CarP+.
FR, rheumatoid factor ; CCP, anti-cyclic citrullinated peptid antibodies ; CarP, anti-carbamylated
protein antibodies
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DISCUSSION

In this study, and for the first time in a French national cohort, we observed that anti-
CarP antibodies were present in patients with early arthritis with a prevalence of 32.6%.
Moreover 23.6% of FR-/anti-CCP- patients were anti-CarP+, which is almost one in four. We
confirmed that anti-CarP antibodies are associated with a more active disease at baseline as
measured by the mean of DAS28-ESR (4.977 [4.860-5.094] versus 5.342 [5.180-5.504],
p=0.0004) and with more radiological damages at 96 months as measured by the presence
or absence of erosions (55.6% versus 37.3%, OR=2.101[1.166-3.793], p=0.008).
Interestingly we did not find any association with renal failure or cardiovascular events.
96.2% of patients fulfilled at least once in the 8 years the ACR 2010 criteria for RA (638/663
patients with available datas).

To date, the association of anti-CCP and RF is the commonly test used to detect
rheumatoid arthritis (1). But there is a significant number of seronegative RA (13). Shi et al.
were the first to describe anti-carbamylated protein antibodies in RA with a prevalence of 43
to 45% (2) and since, other studies have focused on anti-CarP antibodies with a prevalence
of 30 to 49% (6)(7)(8)(9). Our prevalence was also similar to other studies and confirmed
previous studies with a large number of patients. We have the second biggest prevalence in
terms of size with respect to the samples of Jiang and al..

With this presence of anti-Carp antibodies in both anti-CCP- and anti-CCP+ patients,
we proved and confirmed that anti-CarP and anti-CCP antibodies are different antibodies
even if we can not eliminate a part of cross-reactivity. Citrulline and homocitrulline have a
very similar chemical structure (only one methylene-group longer for homocitrulline). Turunen
et al. showed that anti-CCP2 could recognize citrullinated and homocitrullinated antigens and
that rabbits immunized with homocitrullinated protein could produce anti-CCP antibodies
(14). But some anti-CCP and anti-CarP antibodies recognized only their specific antigen (15)
and in double-positive, anti-CarP antibodies were inhibited by homocitrullined antigen but not

by citrullinated antigen (2).
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Concerning disease activity, anti-CarP antibodies were associated with more severe
clinical disease as measured by the mean of DAS28VS with a significant difference
(4.977[4.860-5.094] versus 5.342[5.180-5.504], p=0.0004). This unique association had
already been shown once by Yee A et al. but only regarding the anti-CarP/ACPA1
association (7) which makes our result very interesting. This was also the first study to find a
statistical link between anti-CarP antibodies and disease activity mesured by mean of
DAS28-VS.

Moreover, anti-CarP antibodies were associated with more severe radiological
disease, as shown by the presence of more erosive arthritis among anti-CarP positive
antibodies at 96 months than anti-CarP negative (OR=2.101[1.166-3.793], p=0.008). It
confirmed the results of three previous studies concerning this association with more severe
radiological disease (2)(7)(9). Brink and al. found this association at 24 months and at
baseline which was not found in our study (9). Indeed, anti-CarP antibodies were not
associated with presence of erosions at baseline in ESPOIR cohort (p=0,679). Shi and al,
have found more destruction over 7 years in anti-CarP positive patients (2). These 3 studies
found results with Larsen or Sharp score. Our study revealed a statistical association with
presence of erosion but not with Sharp score. Besides that, it was a first to have results at 8
years.

In our study, we also tested patients with early arthritis. In this population, sensibility
and specificity of anti-CarP antibodies for diagnosing RA were respectivly of 34 and 88%.
There was more diagnosis of RA in anti-CarP+ patients (p=0,022) but this test was also not
sensible enough and unspecific. To actually conclude on the intrinsic validity of anti-CarP
test, both a healthy population and others rheumatisms should be tested. Scinocca and al
found anti-CarP antibodies in 5% of patients with systemic lupus and in 3% of patients with
psoriasic arthritis (6) which was significantly less than in RA (p<0,005). However these
antibodies were found in juvenile idiopathic arthritis and their prevalence was higher than
anti-CCP and RF (16). Concerning the 5% negative predictive value of anti-CarP, this low

value was due to a very small sample of patients without RA.
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Subgroups analysis allowed to provide useful information for future practice. In the
anti-CCP+ patients subgroup, diagnosis is certain due to the presence of these antibodies
(17). But we learned that in these population, presence of anti-CarP antibodies was
associated with a more active clinical disease as measured by the mean of DAS28-ESR
(5.131[4.924-5.338] versus 5.442[5.221-5.664], p=0.0465) but not associated with a more
severe radiological disease at 96 months (56.1% versus 59.2%, OR=1.135 [0.522-2.483],
p=0.730). Shi and al didn’t find any association between anti-CarP positivity and radiological
damages in anti-CCP+ patients (2). However, anti-CCP+/anti-CarP- patients had a
significantly more severe radiological profile at inclusion (45.1% versus 28.8%,
OR=0.493[0.283-0.854], p=0.007) and we found an association between anti-CarP positivity
and diabetes at 96 months (p=0,019).

RF+/anti-CCP- was a very interesting subgroup in clinical practice. Indeed, because
of the low specificity of RF, diagnosis of RA remains uncertain (18). In our subgroup, 39%
were anti-CarP positive so arthritis with RF+/anti-CCP- could become RA due to anti-CarP
antibodies. The prevalence in our study was slightly bigger than in previous studies with
prevalences of 0 to 31.4% (2)(6)(7)(8)(9)(11) . Moreover RF+/anti-CarP+ were associated
with a more active disease at baseline (4.876[4.510-5.241] versus 5.682[5.265-6.099],
p=0.005) but in this subgroup presence of anti-CarP was not associated with more
radiological damages at 96 months (p=0,235).

Finally we analysed the subgroup of RF-/anti-CCP-. In our study, 23,6% of RF-/anti-
CCP- patients were anti-CarP+ which is a new data. Indeed, Gan and al. were the only ones
studying this population and found no patient positive for anti-CarP but there were fewer
patients seronegative tested in their study (nine patients vs 356 patients in our study) (11). It
meaned that this new antibody could allow making up for the RA diagnosis of almost one
patient in four in this subgroup. Moreover, no association was found between anti-CarP
antibodies and disease activity and radiological damages. Also, presence of anti-CarP

antibodies in this subgroup did not change the phenotype of RA.
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Concerning cardio-vascular risk factors, events and renal failure, we wanted to
analyze, for the first time, their association with anti-CarP antibodies because of the link
between carbamylation and these pathologies. Indeed, carbamylation was for the first time
described in terminal renal failure then in atheromatous pathologies (3)(4). In our study we
did not found association except the onset of diabetes more present in CCP+/CarP+ than in
CCP+/CarP- patients (OR=3.892[1.035-17.789], p=0.019). This lack of association showed
for the first time that presence of anti-CarP antibodies in early arthritis was not only in
conjunction with cardio-vascular data or renal failure, result very interesting. However we
found an association between anti-CarP positivity and presence of blood inflammation
(positivity of CRP and ESR, respectively OR=1.406[0.989-2.009], p=0.049 and 1.918[1.245-
3.010], p=0.002). This association was also found in RF+/anti-CCP- for ESR positivity
(p=0,0022). But presence of anti-CarP could be precisely explained by inflammation because
inflammation is one of the causes for increased cyanate levels (3)(4)(5).

The study of anti-CarP levels and their associations with CRP, ESR and SharP did
not show any association.

Twenty-five patients had no RA according to the criteria and among these patients,
three had anti-CarP antibodies, and nineteen are negative for all antibodies.

There was some other limitations to the current study mainly concerning antibodies.
The cut-off of positivity was determined with the help of the low positive controls samples
provided by Inova Diagnostics and we did not use healthy population. We chose a different
cut-off for each plate of samples, indeed, each patient sample were determined as positive or
negative by comparing it to the mean of the two low positive value of the plate. Moreover,
some data were missing because of the method applied to this study which was a pre-
existing data collection. Concerning positivity of ESR, a threshold of 10 has been chosen
(this one was different depending on the center with values from 10 to 30) and could explain
these significant results so more studies are necessary to confirm them. Finally, for some

samples, we did not have anti-CarP levels because they were out of range so the
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spectrophotometer could not transform optical density into arbitrary units but still, data
regarding their positivity or negativity were known.

It would be interesting to watch the evolution over time of antibody levels in this
cohort (available sera at 36 months). Furthermore, it would be necessary to test a population
of healthy patients in order to know if antibodies are present, to know validity of this test and
to confirm the link between anti-CarP and inflammation. Finally, thanks to the discovery of
these new antibodies we may learn more about pathophysiology of RA and we may
understand the risk factors predisposing to the formation of these antibodies. We proved that
anti-CarP antibodies were present in this French national cohort so we could now analyse
genetic risk factors associated with anti-CarP antibodies. New studies are required especially
because the two best-known factors related to anti-CCP (smoking and genetic factors as
HLADRB1 and PTPN22) are not associated with presence of anti-CarP (8). In our study we
confirmed that there was no association between smoking and anti-CarP antibodies
(OR=0.969[0.700-1.339], p=0.842).

The current challenge is to find new biomarkers to help for diagnosis and
management of RA. In our cohort 38,3% were negative for RF, anti-CCP and anti-CarP, thus
proving that finding new biomarkers, different from these 3 antibodies, would be very helpful.

In the near future, and regarding these studies, research of anti-CarP antibodies will
possibly be part of the routine kit for RA detection.

In conclusion, anti-CarP antibodies are present in one third of patients with early
arthritis in ESPOIR cohort and are associated with both more severe clinical and
radiographic disease. They allow making up for the RA diagnostic of 23% of seronegative
patients. There is no link between anti-CarP antibodies and cardio-vascular history and renal

failure.
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ABSTRACT

Introduction Rheumatoid factor (RF) and anti-citrullinated peptid (CCP) antibodies are
commonly used for the diagnosis of rheumatoid arthritis (RA). However some RA, diagnosed
on clinical characteristics remain seronegative. Anti-CarP antibodies were recently identified
and could be a new serological marker for diagnosis of RA and for prognostic. In this study,
we analysed prevalence of anti-Carp antibodies, relationships with other antibodies, and their
correlation with the disease phenotype.

Methods Sera of patients from ESPOIR cohort were tested for the presence of anti-CarP
antibodies with an ELISA test. We studied their prevalence, associations between anti-CarP
and other antibodies, and associations between anti-Carp and disease activity, radiographic
data, therapeutic data, renal failure, cardiovascular risk factor and events and development
of future RA.

Results Data and sera (month 6 after inclusion in ESPOIR cohort) were available and
analysed for 720 patients. Anti-Carp antibody positivity was detected in 32,6% of patients. In
the group where anti-CCP and RF were negative, anti-CarP were detected in 23,6%. Anti-
CarP antibodies were associated with a more active disease as measured by DAS28-ESR
at baseline (p=0,0004). Even if anti-CCP+/anti-CarP- patients have more erosions at
baseline than anti-CCP+/anti-CarP+ (OR=0,493[0,283-0,854], p=0,007), anti-CarP+ are
associated with a more severe radiological disease as measured by the presence of erosions
at ninety-six months after inclusion in the ESPOIR cohort (OR=2,101[1,166-3,793], p=0,008).
Conclusions Anti-CarP antibodies are present in one third of the French ESPOIR cohort.
They allow making up for the RA diagnostic of 23% of seronegative patients. Finally they are
associated with a more severe clinical and radiologic disease.

RESUME

Introduction Le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps anti-peptides citrullinés (anti-CCP)
sont utilisés en pratique pour le diagnostic de polyarthrite rhumatoide (PR). Cependant
certaines PR, diagnostiquées sur des critéres cliniques, restent séronégatives. Des anticorps
dirigés contre des protéines carbamylées (anti-CarP) ont été récemment identifies et
pourraient étre un nouveau marqueur biologique pour le diagnostic et le pronostic des PR.
Dans cette étude nous avons analysé la prévalence des anticorps anti-CarP, leur association
avec les autres anticorps et leur corrélation avec le phénotype de la maladie.

Méthodes Les sérums des patients issus de la cohorte ESPOIR ont été testés pour la
présence des anticorps anti-CarP avec un test ELISA. Nous avons étudié leur prévalence,
leur association avec les autres anticorps puis avec l'activité de la maladie, les données
radiographiques et thérapeutiques, [linsuffisance rénale, les facteurs de risque et
événements cardio-vasculaires ainsi que le développement d’'une PR.

Résultats Les données et les sérums (prélévés 6 mois apres l'inclusion dans ESPOIR), ont
été analysés pour 720 patients. Les anticorps anti-Carp étaient positifs chez 32,6% des
patients. Chez les patients FR et anti-CCP négatifs, les anti-CarP étaient détectés chez
23,6%. Les anti-CarP étaient associés a une maladie plus active, mesurée par le DAS28-VS
a l'inclusion (p=0,0004). Méme si les patients anti-CCP+/anti-CarP- avaient plus d’érosions a
linclusion que les anti-CCP+/anti-CarP+ (OR=0,493 [0,283-0,854], p=0,007), les anticorps
anti-CarP étaient associés a une maladie plus sévére radiologiquement mesurée par la
présence d’érosions a 96 mois aprés inclusion dans la cohorte ESPOIR (OR=2,101 [1,166-
3,793], p=0,008).

Conclusions Les anticorps anti-CarP sont présents chez un patient sur trois de la cohorte
francaise ESPOIR. lls permettent le diagnostic biologique de 23% des PR séronégatives.
Enfin ils sont associés a une maladie clinique et radiologique plus sévere.
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