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I. INTRODUCTION

A. La polychondrite chronique atrophiante

La polychondrite chronique atrophiante (PCA) est une affection multi-systémique
rare. Elle se caractérise notamment par des lésions récurrentes, destructives et
inflammatoires des cartilages auriculaires, nasaux et de I'arbre laryngo-trachéo-bronchique
(1). Sa premiere description dans la littérature remonte a 1923 sous le nom de
« Polychondropathie » (2). Elle fut ensuite appelée chondromalacie, chondrolyse diffuse ou

dyschondromalacie (3).

1. Epidémiologie

L'incidence de la PCA est estimée a 3,5 par million d’habitants/an (4). Tous les
groupes ethniques sont touchés. Elle affecte principalement I'adulte, avec un pic de
prévalence entre 40 et 60 ans. En effet, I’age moyen au diagnostic est de 47 ans. La PCA peut
néanmoins étre diagnostiquée a tous les ages [3-86 ans] (4—7). La distribution est quasiment
identique dans les deux sexes (8). Enfin, la grossesse ne semble pas avoir d’influence sur son
évolution (9). Une association entre le HLA-DR4 et la présence d’'une PCA a été relevée dans

la population caucasienne (7,10).

La PCA peut étre associée a une maladie auto-immune ou un syndrome
myélodysplasique chez environ 30% des patients (Tableau ) (7,11). La pathologie auto-
immune la plus fréquemment associée a la PCA est la vascularite a anticorps anti-cytoplasme
des polynucléaires neutrophiles (ANCA) (3,12). Des combinaisons avec le lupus
érythémateux disséminé, ou le syndrome de Sjogren ont également été observées tout
comme l’association avec un syndrome des anti-phospholipides (13). Deux études de cas
rapportent I'association avec une myosite (14,15). Par ailleurs, il existe des associations
exceptionnelles de maladie de Behcet et de PCA appelées syndrome MAGIC (Mouth and
Genital ulcers with Inflammed Cartilage, aphtose bipolaire avec chondrites récidivantes)
(16). Récemment, chez une patiente japonaise, il a été décrit la coexistence d’un purpura

thrombopénique immunologique et d’une PCA (17).
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Tableau I. Liste non exhaustive des pathologies associées a la PCA (18).

Maladies auto-immunes et auto-inflammatoires

* Vasculites systémiques
— Granulomatose de Wegener* — Syndrome de Churg-Strauss

— Polyangéite microscopique — Maladie de Behget*

— Périartérite noueuse (MAGIC syndrome*¥)
* Connectivites

— Polyarthrite rhumatoide* — Syndrome de Sjogren

— Lupus érythémateux* — Connectivites mixtes
* Maladies inflammatoires du tube digestif

— Maladie de Crohn — Rectocolite ulcéro-hémorragique
* Endocrinopathies auto-immunes

— Thyroidites auto-immunes — Diabéte de type |

(thyroidite d'Hashimoto,

maladie de Basedow)

* Autres maladies inflammatoires

— Fiévre méditerranéenne — Cirrhose biliaire primitive
familiale — Myasthénie grave
— Spondylarthrite ankylosante — Panniculite mésentérique

Néoplasies
* Syndromes myélodysplasiques®  + Autres lymphomes malins
* Maladie de Hodgkin * Thymome

Maladies de la peau
* Psoriasis * Pyoderma gangrenosum
* Vasculite leucocytoclasique

cutanée

* Désigne les associations classiques.

** L'association de maladie de Behget et de polychondrite atrophiante
est désignée par l'acronyme MAGIC syndrome (= Mouth And Genital
ulcers with Inflamed Cartilage).

2. Physiopathologie

Les mécanismes physiopathologiques qui conduisent a la PCA sont mal connus.
Cependant une origine auto-immune est fortement évoquée devant les arguments

suivants (12):

e 30% d’association avec une maladie auto-immune (11).

e Susceptibilité accrue chez les patients avec le HLA-DR4 (7).

e Infiltration du cartilage par des lymphocytes T CD4+ et des plasmocytes (12).

e Détection d’auto-anticorps contre les collagenes I, IX, XI, le Cartilage Oligomeric
Matrix Protein (COMP) et la matriline-1. (19-22).

e Amélioration des symptomes par traitement au collagéne Il via un mécanisme de
tolérance induite chez un patient (23).

e Efficacité de traitements a base de glucocorticoide et/ou immunosuppresseur (24).
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Une infection ou une agression mécanique ou chimique pourrait étre un évenement
déclencheur de la maladie. En effet, il existe une homologie structurelle entre la heat shock
protein (HSP) microbienne (HSP 60 de Mycobacterium tuberculosis) et des antigénes du
cartilage. Il existe dans la PCA des anticorps qui ont une réactivité croisée entre les antigénes
du cartilage et I’'HSP (25). Concernant les agressions mécaniques ou chimiques, il a été décrit
le démarrage d’une PCA a la suite d’un piercing, et I'apparition d’'une chondrite articulaire
apres traitement par le glucosamine chondroitine. La conjonction de ces événements dans
un environnement génétique particulier (50% des patients ont HLA-DR4) meénerait a une
réponse immune inflammatoire. L'inflammation responsable des |ésions tissulaires et de la
dégradation du tissu conjonctif modulerait le métabolisme des chondrocytes. Le cartilage
serait alors envahi par les cellules inflammatoires. Les cytokines inflammatoires (IL1, ILS8,
MIP1, TNF a), les enzymes protéolytiques (matrix metalloprotease -3,-8,-9) et les
cathepsines K et L relarguées dans le milieu contribuent au processus pathologique en
perturbant la réparation de la matrice cartilagineuse. Le cartilage est alors progressivement

détruit et remplacé par du tissu fibreux (8,12,26).

3. Manifestations cliniques

La PCA est une maladie a présentation hétérogéne. Chez plus de 80% des patients les
symptémes principaux sont une chondrite auriculaire et une polyarthrite. Le diagnostic est

généralement porté a posteriori (4,13,27,28).
a. Les chondrites

Les chondrites caractérisent la PCA. La chondrite auriculaire est une inflammation
cedémateuse du pavillon de I'oreille respectant le lobe de I'oreille. Elle est présente au début
de la PCA chez 20% des patients. La fréquence de |'atteinte augmente au cours de I’évolution
de la maladie pour atteindre jusqu’a 90% des patients (24). Les manifestations sont uni- ou
bilatérales et les attaques récurrentes et déformantes. Les poussées inflammatoires
répétitives aboutissent a la destruction du pavillon de I'oreille donnant un aspect en « chou-
fleur ». Une surdité de transmission peut apparaitre. Elle est le résultat de la sténose du
canal auditif externe, de la chondrite de la trompe Eustache ou d’une otite moyenne séreuse
(4). Une chondrite nasale est présente de maniére inaugurale chez 24% des patients et

survient au cours de I'évolution dans 54% des cas (13). L'inflammation chronique et la
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destruction cartilagineuse peuvent induire une déformation nasale en « pied de marmite »
(ensellure nasale) indolore mais définitive. L’atteinte laryngo-trachéo-bronchique apparait
au cours de la maladie dans la moitié des cas. Elle est responsable d’une dysphonie. Elle doit
étre systématiquement recherchée car elle peut se compliquer d’une obstruction engageant

le pronostic vital (11,24).

b. Manifestations extra-chondritiques

Des signes généraux peuvent accompagner les poussées: fievre, asthénie. La
polyarthrite est la seconde manifestation la plus fréquente aprés les chondrites (24). Elle est
asymétrique, intermittente, migratoire, aigué ou subaigué sans érosion articulaire dans la
majorité des cas. Le liquide articulaire n’est pas inflammatoire. Les sites atteints sont les
articulations métacarpo-phalangiennes et inter-phalangiennes, les genoux et les poignets.
Vingt a 60% des patients présentent des manifestations oculaires qui sont peu séveéres :
épisclérite, sclérite, uvéite et kératite ulcéreuse. Les atteintes cutanéomuqueuses sont
décrites dans 35 a 50% des cas avec des nodules, un livedo ou un purpura infiltré. Environ
30% des patients présentent des manifestations cardiaques : valvulopathies, anévrismes
aortiques, troubles de la conduction (8,24). L’atteinte cardiovasculaire est la seconde cause
de déces (5,28). Les manifestations rénales sont rares : il s’agit alors d’une prolifération
mésangiale et une glomérulonéphrite segmentale nécrosante (8). Les pathologies
neurologiques centrales et périphériques sont compatibles avec des phénomeénes de
vascularite. Les signes cliniques en sont tres hétérogenes : céphalées, hémiplégie, méningite

aseptique, méningoencéphalite et anévrismes cérébraux (13).

4. Manifestations paracliniques

Il n'existe a ce jour pas de test biologique sensible et spécifique permettant le
diagnostic de la PCA. Le role du laboratoire est limité a I'exclusion de pathologies associées.
La biologie met en évidence un syndrome inflammatoire non spécifique : augmentation de la
vitesse de sédimentation (VS) et de la protéine C réactive (CRP), anémie normochrome
normocytaire, leucocytose, thrombocytose et hypergammaglobulinémie polyclonale (1,4).

Dans 10% des cas on peut observer une éosinophilie (8).

Le bilan biologique peut étre complété par un examen morphologique par imagerie.

Les radiographies peuvent montrer un rétrécissement trachéal, des calcifications dans le
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cartilages des oreilles, du nez et de la trachée. La tomodensitométrie (TDM) permet
d’identifier les atteintes laryngées, trachéales et bronchiques précoces. L'imagerie par
résonance magnétique (IRM) peut mettre en évidence une inflammation caractéristique du
périchondre et des épiphyses cartilagineuses a des stades précoces de la maladie. La
Tomographie par Emission de Positrons (PET) permet d’évaluer I'activité de la maladie. Et

enfin I’échographie cardiaque a un role dans I’évaluation de I'atteinte cardiovasculaire (13).

L’'examen histologique est peu contributif et peu réalisé en pratique (8,13,24). Il
serait potentiellement utile dans les formes précoces ou atypiques de la maladie. Il révele
alors une infiltration de la partie périchondrale du cartilage par les lymphocytes T CD4+ et
les plasmocytes. En immunofluorescence, on peut retrouver un dép6t d'immunoglobuline et

de protéine C3 dans la matrice cartilagineuse (26).

Devant I'absence de marqueurs biologiques, d’anomalies spécifiques a I'imagerie et a

I’'anatomopathologie, le diagnostic de la PCA reste donc essentiellement clinique.

5. Critéres diagnostiques de la PCA

Les premiers criteres diagnostiques ont été proposés par McAdam et al. en 1976 (11),
ils ont été étendus par Damiani et al. en 1979 (27) et enfin modifiés par Michet et al. en

1986 (5) afin d’éviter le recours systématique a la biopsie (Tableau II) (1).
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Tableau Il. Critéres diagnostiques de la PCA : proposés
par McAdam, Damiani et Michet (13,18).

Critéres diagnostiques de Mc Adam (McAdam et al.,1976)

Présence d'au moins trois critéres sur six
1. Chondrite bilatérale des pavillons
2. Chondrite nasale
3. Chondrite du tractus respiratoire
4, Polyarthrite non érosive séronégative
5. Inflammation oculaire
5. Atteinte vestibulo-cochleaire

Critéres diagnostiques de Damiani (Damiani et al.,1979)

Présence d'au moins un des critéres suivants
A. Présence de trois criteres de McAdam
B. Présence d'un critere de McAdam et d'une image
histologique typique
C. Présence de deux critéres de McAdam et réponse aux
corticostéroides ou dapsone
Criteres diagnostiques de Michet (Michet et al., 1986)

Présence de deux critéres majeurs ou de un critére

majeur et deux critéres mineurs
1. Critéres majeurs

1. Chondrite auriculaire

2. Chondrite nasale

3. Chondrite laryngo-trachéale
2.Critéres mineurs

1. Inflammation oculaire

2. Hypoacousie

3. Syndrome vestibulaire

4. Polyarthrite séronégative

Un score clinico-biologique, le Relapsing Polychondritis Disease Activity Index (RPDAI)
a récemment été concgu pour évaluer 'activité de la maladie. Il peut étre utilisé pour le suivi
des patients et I'évaluation de la réponse thérapeutique au cours d’études cliniques. Il se
compose de 26 items cliniques et un biologique (élévation de la CRP) avec des pondérations

individuelles différentes (Annexe 1). Le score théorique maximal est de 265 (29).

6. Biomarqueurs et auto-immunité

Papo et al. a montré que les ANCA pouvaient étre présents chez 24% des patients,
avec un titre significativement corrélé a I'activité de la maladie (30). Dans une étude de
Zeuner et al. les anticorps anti-cardiolipine ont été retrouvés dans le sérum de 8 patients sur
21 et les anticorps anti-phosphatidylsérine (PS) chez un patient. En revanche, aucun

anticorps anti-B2Glycoprotéine | (B2GPI) n’est mis en évidence (31). La prévalence des
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anticorps anti-nucléaire (ANA) est faible dans la PCA lorsqu’elle n’est pas associée a une
autre maladie (32). De maniére discordante, dans les travaux de Zeuner et al. 66% des
patients avaient des ANA (7). Quand les ANA sont présents, I'aspect en immunofluorescence

indirecte sur cellules Hep2 est homogéne ou moucheté (32).

La cible antigénique de la réponse auto-immune est inconnue pour le moment.
Toutefois, le cartilage étant la cible principale des manifestations de la maladie, il est
raisonnable de penser qu’un des auto-antigenes cibles soit cartilagineux. Le collagene I
représente 95% de la composante totale du cartilage, les types VI, IX, X et XI seulement 5%
(26). Foidart et al. a mis en évidence la présence d’anticorps anti-collagene Il dans le sérum
de 33% des patients (5 patients sur 15) (20). Ces anticorps sont détectés au début de la
maladie et leur titre parait corrélé a la sévérité de la maladie (33). Cependant les anticorps
anti-collagéne Il ne sont pas spécifiques de la PCA car ils ont également été retrouvés dans la
polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé (34,35). Il a été montré que la
spécificité épitopique des anti-collagene Il de la PCA différait de celle de la polyarthrite
rhumatoide, ce qui pourrait expliquer les différences phénotypigues entre ces deux maladies
(36). Sur le plan expérimental, les rats immunisés avec le collagéne Il développent des
chondrites auriculaires qui miment les symptomes des patients ayant une PCA (37). lls
peuvent présenter une inflammation des articulations périphériques (38). Une réponse auto-
immune contre les antigénes des collagénes IX et XI a été mise en évidence dans plusieurs

études mais elle n’était pas corrélée avec I'activité de la maladie (19,39,40).

La matriline-1 est une protéine spécifique du cartilage retrouvée dans la matrice
extracellulaire. On la retrouve principalement dans les cartilages de la trachée, du nez et des
oreilles. La notion qu’elle puisse avoir un réle dans la PCA remonte au début des années 90
lorsque que des fragments de matriline-1 ont été identifiés dans le sérum de patients
pendant les poussées de la maladie (22). Par la suite, il a été décrit chez un patient avec une
PCA et une atteinte essentiellement trachéo-bronchique une réponse humorale et cellulaire
spécifique de la matriline-1 (21). Ensuite, Hansson et al. a décrit la présence d’anticorps anti-
matriline-1 chez 13 patients sur 97. Ces anticorps étaient corrélés a la présence de
symptémes respiratoires dans 69% des cas. lls ne sont cependant pas spécifiques car ils ont
pu étre détectés chez des patients avec une granulomatose de Wegener ou un lupus

érythémateux disséminé (40).
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COMP est une protéine présente dans les cartilages de l'oreille, de la trachée et du
nez. Son intérét dans la PCA a été évoqué pour la premiere fois dans la description d’un
patient de 50 ans (41). Les taux sériques de COMP ont ainsi été suivis pendant 3 ans
d’évolution de la maladie. Son taux sérique était dans les limites des valeurs normales quand
la maladie était active et redevenait normal au moment de I'amélioration des symptémes
respiratoires (22,41). Plus récemment, une étude a confirmé que les concentrations de
COMP étaient inversement corrélées a l'activité de la maladie (42). Les concentrations
sériques élevées de COMP seraient le reflet d’un haut niveau de renouvellement du
cartilage. Les anticorps anti-COMP ont été détectés chez seulement 7 patients sur 97, leur
présence n’était cependant pas corrélée avec les atteintes trachéales ou articulaires. Dans

cette étude, les patients avaient également des anticorps anti-matrilline 1 (40).

Tanaka et al. a mis en évidence, dans une série de onze patients atteints de PCA quatre
nouveaux auto-antigénes qui ne sont pas spécifiques du cartilage (43). Dans le but de
détecter les protéines qui réagissaient avec les sérums de patients, ils ont d’abord réalisé
une électrophorése des protéines associée a un Western Blot sur les extraits protéiques
d’une lignée cellulaire de chondrosarcome. lls ont ensuite confirmé par une technique
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) I'antigénicité des protéines retrouvées. Les
auto-antigénes identifiés sont la tubuline a, la vimentine, I'a-enolase et la calréticuline.
Leurs réles dans la physiopathologie de la maladie n’ont pas encore été élucidés. La tubuline
o est I'un des composants principaux des microtubules du cytosquelette. La vimentine est un
membre de la famille des filaments intermédiaires. Des auto-anticorps contre la vimentine
ont été décrit dans la polyarthrite rhumatoide et les pneumopathies interstitielles diffuses
(44,45). L'a-enolase est une enzyme glycolytique ubiquitaire dont les auto-anticorps sont
retrouvés dans le lupus érythémateux disséminé, la sclérodermie systémique, la polyarthrite
rhumatoide et la vascularite a ANCA (46—-48). La calréticuline est une protéine chaperonne
du calcium qui se lie au complexe Ro52/SS-A. Des auto-anticorps contre la calréticuline
peuvent étre présent chez des patients atteints de lupus érythémateux disséminé ou de

polyarthrite rhumatoide (43,49) .

De maniére plus anecdotique, des anticorps circulants dirigés contre 'organe cochléo-

vestibulaire, contre I'épithélium de la cornée et la desmine ont été décrits (25,50,51).
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B. Les puces a protéines

1. Historique

A la fin des années 80, Ekins suggére pour la premiére fois 'utilisation de méthodes
d’exploration immunologiques miniaturisées nommées ambient analyte immunoassay (52).
Ce concept permet la mesure simultanée de dizaines ou centaines de substances dans un
méme échantillon. Dans la décennie suivante, I'équipe de Schena a développé un systeme
de puce pour analyser I'expression d’une grande quantité de génes simultanément le DNA
microarray (53). Les auteurs ont amplifié différents fragments d’ADN complémentaire a
partir d’Arabidopsis thaliana et chacun de ces fragments a été imprimé sur des puces en
verre par un robot a haute vitesse (jusqu’a 20 000 fragments d’ADN sur une seule puce).
Cependant, cette technologie s’est retrouvée limitée par I'absence de corrélation entre
I'activité du gene et I'expression protéique (54). Les puces a protéines ont alors été
développées dans les années 2000 (55). Dans les puces a protéines, le systéme de détection
de protéines repose sur les interactions antigénes/anticorps. Robinson et ses collégues ont
proposé la production de puces contenant une centaine d’auto-antigenes connus dans le but

d’établir le profil des maladies auto-immunes (56).

2. Trois catégories de puces a protéines

Il existe trois catégories principales de puces a protéines : les puces en phase reverse,

les puces analytiques et les puces fonctionnelles (Figure 1) (57-59).

a. Puces a protéines en phase reverse

Dans les puces a protéines en phase reverse, les lysats protéiques extraits de cellules
ou de tissus sont immobilisés sur la lame. La puce est incubée avec un anticorps spécifique
qui détecte I'expression de la protéine cible, la puce est ensuite révélée par
chimiluminescence ou fluorescence. Elle peut permettre de déterminer la présence d’'une
protéine altérée en cas de maladie. L'inconvénient majeur de cette approche est qu’elle
dépend fortement de la disponibilité et de la spécificité des anticorps produits dans le

commerce (57).
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b. Puces a protéines analytiques

La puce analytique est utilisée pour détecter I'expression de protéines connues dans
un échantillon selon le principe de I'interaction antigéne/anticorps. Dans cette configuration,
I'antigéne est directement fixé sur le support puis est reconnu par un anticorps. Une
méthode alternative dite sandwich a été décrite. Elle utilise deux anticorps de haute affinité,
le premier, appelé de capture, immobilise la protéine cible sur une phase solide et le second,
appelé rapporteur génere un signal qui permet de détecter la présence d’antigenes. Cette
technique est a rapprocher de la technique ELISA mais permet d’étudier différentes
protéines avec un seul dépo6t d’échantillons. Elle peut étre utilisée pour le diagnostic clinique

et I'identification de biomarqueurs (57-59).

c. Puces a protéines fonctionnelles

Contrairement aux puces analytiques, les protéines des puces fonctionnelles sont
entieres. Elles sont synthétisées par un organisme vivant (E.coli, S.cerevisaie, cellules de
mammiféres, baculovirus/cellules d’insectes) et sont ensuite immobilisées sur une lame. Les
puces a protéines fonctionnelles sont utilisées pour découvrir des nouvelles interactions :
protéines-protéines (60,61), protéines-drogues (62) ou protéines-anticorps. Elles permettent
ainsi d’identifier de nouveaux biomarqueurs diagnostique (57-59). Dans la suite de ce
travail, nous utiliserons les puces a protéines fonctionnelles pour leur intérét dans la

recherche d’auto-anticorps.
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Figure 1. Les trois principaux types de puces a protéines : de phase reverse, analytique et
fonctionnelle (57,59).

3. Applications des puces a protéines pour la recherche d’auto-anticorps

Dans un contexte clinique, les puces a protéines constituent un outil d’analyse du
profil des auto-anticorps dans maladies humaines comme les cancers et les maladies auto-

immunes (63).

Au cours de I’évolution d’un cancer, des auto-anticorps dirigés contre des auto-
antigenes associé aux tumeurs (TAA) peuvent apparaitre (63). Il est possible que la présence
d’un répertoire d’auto-anticorps spécifiques soit corrélée soit au diagnostic positif soit a un

pronostic donné dans la maladie tumorale. Plusieurs équipes proposent la recherche
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d’auto-anticorps spécifiques comme technique alternative dans la détection d’un cancer
(64). Parmi elles, Gnjatic et al. a décrit des répertoires d’auto-anticorps spécifiques dans les
cancers de l'ovaire et du pancréas : en comparant des sérums de patients avec ceux de
controles sains ils ont mis en évidence 202 cibles protéiques dans le cancer de I'ovaire et 29
dans celui du pancréas dont certaines étaient en commun (65). Syed et al. a étudié le profil
de patients atteints d’un gliome a différents grades. lls ont ainsi mis en évidence des auto-
antigénes qui distinguent les malades des contréles sains (IGHG1, EYA1, SNX1 et PQBP1), un
potentiel marqueur pronostic (NEDD9) et des répertoires d’auto-anticorps différents selon le

grade de gliome (66).

L'utilisation des puces a protéines dans l'identification de biomarqueurs dans les
pathologies auto-immunes est en expansion depuis ces derniéres années. En 2010 Song et
al. a employé cette technologie pour différencier les hépatites auto-immune et non auto-
immune. lls ont développé une méthode en deux phases (phase de training et phase de
test), la premiere est un large criblage avec un nombre restreint de patients (par le biais
d’une puce a protéine contenant 5 136 protéines) et la seconde, la confirmation des auto-
antigénes mis en évidence dans une cohorte plus étendue comprenant des patients avec
différentes maladies auto-immunes. De cette maniére, trois néo-antigénes hautement
spécifiques ont été mis en évidence : Ribosomal Protein S20 (RPS20), Alba like et dUTPase
(67). Grace a cette méthode en deux temps, Huang et al. a identifié dans le lupus
érythémateux disséminé un nouvel auto-antigeéne Chloride Intracellular Channel 2 (CLIC2).
Cet antigéne parait positivement corrélé avec la sévérité de la maladie (68). Les puces a
protéines peuvent avoir un intérét pour I'étude de biomarqueurs dans les liquides
biologiques disponibles en faible quantité comme le liquide céphalo-rachidien (LCR). En
effet, dans le LCR des patients avec une sclérose en plaque, Querol et al. a révélé une
réactivité anti-Recombinase binding protein J (RBPJ), non retrouvée dans les LCR des patients
contréles (atteints d’autres maladies inflammatoire neurologique tel que la méningite ou

neurosyphilis) (69).
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C. Problématique

1. Défidiagnostique de la PCA

La PCA pose un probléeme diagnostique devant I'absence de signes cliniques spécifiques
et de biomarqueurs. En effet, le délai moyen au diagnostic est de 2,9 ans. De plus, un tiers
des patients doit consulter au moins cinqg médecins avant que la maladie soit formellement
identifiée (28). La PCA est probablement une maladie auto-immune impliquant des auto-
anticorps. Toutefois, les anticorps déja identifiés (anti-collagéene Il, matriline 1, COMP) ne

sont ni sensibles ni spécifiques. Ills ne permettent pas le diagnostic biologique.

2. Les puces a protéines fonctionnelles disponibles dans le commerce

Les techniques d’immunologie conventionnelle (ELISA, Luminex®) sont a la fois
chronophages et limitées dans la détection d’anticorps rares. Les puces a protéines
permettent de cribler ces anticorps dans la mesure ou des milliers de protéines sont
étudiées simultanément. Les deux modeéles de puces avec le plus large répertoire de
protéines recombinantes humaines disponibles dans le commerce sont les puces
Protoarray™ (InVitrogen™) et HuProt™ (CDI Laboratories, Inc). Protoarray™ contient 9000
protéines synthétisées par le systéeme baculovirus/cellules d’insectes. Huprot™ contient
22272 protéines qui sont synthétisées par S.cerevisiae. Avec ces deux systémes de
production les protéines sont exprimées avec les modifications post-traductionnelles et sont
donc fonctionnelles. Nous avons sélectionné la puce Huprot™ parce qu’elle permet

d’explorer un plus grand nombre de protéines.

3. Objectif du travail

L'hypothése de travail est qu’il existe des auto-anticorps encore non identifiés dans la
PCA dont la présence permettrait d’améliorer le diagnostic biologique. La détection d’auto-
anticorps par puce a protéines est devenue une des approches exploratrices les plus
prometteuses dans le cadre des maladies auto-immunes. Il nous a semblé important d’en
évaluer I'apport pour le diagnostic biologique de la PCA. Pour cela nous avons utilisé la puce

a protéine HuProt™ dans une série de patients dont le diagnostic est certain.
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Il. MATERIELS ET METHODES

A. Matériel

Dix-neuf patients atteints de PCA, un patient avec une cirrhose biliaire primitive, un
avec un syndrome des anti-synthétases et un patient lupique ont été recrutés dans le service
de médecine interne 2 (Pr Amoura) de I'hopital de la Pitié-Salpétriere entre 2009 et 2015.
Leurs sérums ont été conservés dans la sérothéque du service d’'Immunochimie (Dr Musset)
du méme hopital. Afin de vérifier la validité diagnostique des HuProt™, les trois patients
avec la cirrhose biliaire primitive, le lupus érythémateux disséminé et le syndrome des anti-
synthétases ont été préalablement analysés (contréles de la validité de HuProt™). Les
contréles pour les manipulations des patients PCA sont: un flacon d’Immunoglobulines
Intraveineuses (IglV) (Tegeline® LFB-issu d’'un pool de plasma de 20 000 donneurs au
maximum) et les sérums de sept donneurs de sang sains (sujets sains) issus de
I’Etablissement Francais du Sang (EFS). Les patients et les donneurs de sang ont signé un

consentement pour la recherche biomédicale.

B. Méthode

1. Données cliniques

Les informations cliniques des patients ont été récupérées par le Dr Mathian. Les
données biologiques sont issues du laboratoire d'Immunochimie de I'hépital de la Pitié
Salpétriére. Les ANA sont mis en évidence par immunofluorescence indirecte sur cellules
Hep2. Le dépistage des anticorps anti-antigene nucléaire soluble (ENA) est réalisé par une
technique ELISA. Enfin, les ANCA sont recherchés par immunofluorescence indirecte sur

frottis de polynucléaires neutrophiles fixés a I’éthanol.
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2. Fabrication des puces a protéines HuProt™

HuProt™ (CDI laboratories,Inc) est une puce composée d’une lame recouverte de
protéines représentant environ 74% du génome humain, soit plus de 20 000 protéines

humaines ayant un large spectre d’activité (Figure 2).
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Figure 2. Spectre d’activité des protéines de la puce a protéines HuProt™ (CDI laboratories,Inc).

Les puces a protéines sont produites par le laboratoire américain CDI Laboratories. La
construction d’'une puce a protéine se déroule en plusieurs étapes successives. Les
séquences de cadre de lecture ouverte humaines (ORF) sont insérées par recombinaison
Gateway™ (Invitrogene™) dans un vecteur d’expression de la levure (pEGH-A) galactose
inductible (GAL1). La taille des inserts est vérifiée par une digestion enzymatique (BsrGl)
suivie d’'une migration par électrophorése. Les clones dont la taille est correcte sont
transfectés dans la levure S. cerevisae. Les protéines recombinantes produites possedent
une étiquette Glutathione S Transférase (GST)-poly-histidine (His6) en N-terminal. La qualité
et pureté des protéines synthétisées sont déterminées par un Western Blot avec une
révélation par un anticorps anti-GST. Les protéines sont alors purifiées par chromatographie
d’affinité sur résine glutathione-sépharose. Les protéines avec I'étiquette GST-His6 sont
sélectionnées. L'équipe de Jeong estime que 98% les protéines produites ont le poids

moléculaire attendu (70,71).
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Les 22272 protéines produites ainsi que les protéines contrbles décrites dans le
tableau Il sont déposées en duplicat sur une puce de Super Epoxy2™ (Arrayit Corp) a I'aide
d’une imprimante Arrayit NanoPrint™ (Enterprise Level Microarrayers) avec une pointe-
plume dans une chambre froide sans poussiéres. Les puces mesurent 75mm(L) x 25mm(l) x
1mm(H) et contiennent 4 x 12 blocs de 31 lignes de 32 spots soit 16 protéines par ligne. Les
spots mesurent 100 um de diameétre. Les protéines se lient de maniére covalente a la

surface. Les puces sont conservées a -80°C dans un environnement sec.

Tableau lll. Types et roles des protéines controles
de la puce a protéines HuProt™ (CDI laboratories,Inc).

Symboles Noms Réles

Controdles positifs

Histones H1, H2A,

H1, H2 (A+B), H3, H4 H2B, H3, He

Non specifiques

Repere pour la
lgG 488/594 Alexa fluor 488/594 | détection dans les
canaux 488-594
Repére pourla
lgG 555/647 Alexa fluor 555/647 | détection dans les
canaux 555-647

GST10n GST a 10 ng/ul
- g/u Mode de
GST50n GST a 50 ng/ul .
- conservation et du
GST100n GST a 100 ng/ul
N marquage
GST200n GST a 200 ng/ul

Souris anti-biotine

Interaction avec la

Lapin anti-biotine e
streptavidine

Biotine-BSA
En cas de marquage
Souris-IgM avec un IgM anti-
humain
Contrdles négatifs
BSA Interactions non
Buffer spécifiques

BSA : Bovine Serum Albumine ; GST : Glutathion S-Transférase ;
IgG : Immunoglobuline G, IgM : Immunoglobuline M
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3. Protocole de marquage de la puce a protéines HuProt™

a. Préparation des Puces

Les puces sont bloquées 2h dans 5mL de tampon de blocage (10% Sérum de chévre/
Phosphate Buffered Saline (PBS)-0.1% Tween 20, pH 7.4) sous agitation constante a

température ambiante.

b. Préparation des échantillons

Les sérums des contrdles de la validité de HuProt™ ont été dilué a 1/1000 dans un
tampon contenant 2% Bovine Serum Albumine (BSA)/PBS-0.1% Tween 20. Deux séries de
manipulations des patients PCA ont été réalisées. Dans la premiere série, les sérums de dix
patients PCA ont été dilués a 1/1000 et I’échantillon contréle IglV a 1/5000 dans un tampon
contenant 2%BSA/PBS-0.1% Tween 20. Dans la seconde série les sérums de neuf patients
PCA et des sept sujets sains ont été dilués a 1/500 dans le méme tampon. L’anticorps de
chévre anti-GST biotinylé (Abcam®) a la concentration finale de 0.5 pg/ml est ajouté a

chaque échantillon.

c. Fixation des anticorps primaires

Les puces sont incubées avec le sérum dilué et I'anticorps anti-GST biotinylé pendant
2h pour les contréles de la validité de HuProt™ et la premiére série de patients PCA et toute
la nuit pour la seconde sous agitation constante a température ambiante. Les puces sont

ensuite lavées trois fois 10 min avec 5 mL de PBS-0.1% Tween 20.

d. Fixation les anticorps secondaires

L’anticorps secondaire de chévre IgG anti-humain (H+L) couplés avec a Alexa-Fluor
546 (Life Technologies™) permet de révéler les auto-anticorps IgG fixés sur les protéines de
la puce. La streptavidine couplée a I’Alexa-Fluor 635 (Life Technologies™) permet de révéler
I'anticorps anti-GST biotinylé fixé a I'étiquette GST-His6 des protéines (Figure 4). Ces
anticorps secondaires sont dilués dans 5 mL de tampon de blocage (10% sérum de
chevre/PBS-0.1% Tween 20) a la concentration finale de 1 pg/mL. La solution est ajoutée sur

chaque puce et incubée 2h sous agitation constante a température ambiante a I'obscurité.
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Une puce contrOle négative est ajoutée a chaque série de manipulation. Elle est
préparée en parallele des autres puces. Elle est incubée avec I'anticorps anti-GST biotinylé et

les anticorps secondaires sans étre au contact des échantillons patients PCA et contréles.

IgG anti-humain- __, «— Streptavidine-Alexa-Fluor 635
Alexa-Fluor 546
Auto-anticorps du sérum —— <+«——— Anticorps anti-GST biotinylé
v/ Protéines
A{:::z <«——— HuProt™

Figure 3. Marquage des puces a protéines HuProt™.

e. Acquisition des puces par scanner a fluorescence

Apres trois lavages de 10 min avec 5mL de PBS-0.1% Tween 20 les puces sont rincées
au ddH;0. Pour retirer le ddH;O0, les puces sont centrifugées 800 rom pendant 3 min. Elles
peuvent alors étre conservées a 4°C a I'abri de la lumiére et doivent étre scannées dans les
trois jours. Pour cette étude, les puces ont été scannées avec le scanner Tecan LS400 (Tecan
Inc., Durham, NC) par le laboratoire anglais Cambridge Protein Array® (distributeur en
Europe des HuProt™). La résolution est de 10 um par pixels. Deux acquisitions sont faites
pour chaque puce a deux longueurs d’ondes d’excitation : a 633 nm correspondante a la
lecture de la streptavidine couplé a I’Alexa-Fluor 635 et 532 nm pour la lecture de I'lgG anti-

humain couplé a I’Alexa-Fluor 546.

4. Analyse des données de I'acquisition des puces HuProt™

Le logiciel ScanArray express est utilisé pour interpréter les résultats. L'alignement
des spots est effectué manuellement. Le logiciel permet de déterminer les intensités de

fluorescence des marquages par la streptavidine couplée a I’Alexa-Fluor 635 et I'lgG anti-
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humain couplé a I'Alexa-Fluor 546 dans les puces tests et contrOles. Deux scores sont

établis : le hit score (HS), et interaction score (IS) pour déterminer la significativité du signal.
a. Hit Score (HS)

Il s’agit de la force du signal de la cible antigénique. La fluorescence de I'anticorps secondaire
IgG anti-humain couplé a I'Alexa-Fluor 546 est utilisée. Il est calculé selon la formule

suivante :

HS = (Fproteine'Fmoyenne)/SD

Fprotéine correspond a la fluorescence de la cible dans le spot de laquelle la fluorescence

autour de ce spot est soustraite. A cette valeur est ensuite soustraite la fluorescence

correspondante sur la puce contréle.

Fmoyenne est la moyenne de toutes les Fprotéine de toutes les cibles de la puce sans les
protéines controles.

SD est la Déviation Standard de toutes Fprotéine de toutes les cibles de la puce sans les

protéines contréles.
Le HS d’une cible est la moyenne des HS des deux cibles du duplicat. Ce score a une

distribution gaussienne. Une valeur seuil de positivité de 2 a été établie par le fabricant.

b. Interaction Score (IS)

L’IS est I'affinité de la liaison entre I'anticorps présent dans I’échantillon du patient et

une protéine cible. Il est calculé selon la formule suivante :

IS = (HS/FGST.‘, spot)* 10 000

HS : Hit Score de la protéine cible
FGST.,, spot correspond a la moyenne de la fluorescence par le marquage par la streptavidine

couplé a I’Alexa-Fluor 635 de la protéine cible. La fluorescence de la cible autour du spot est
soustraite a la fluorescence dans le spot.

Une valeur seuil de 2 a été définie par le fabricant.
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5. Analyses Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées par les logiciels XLSTAT-Premium,
GraphPad Prism 6 et le site Biostatgv. Une p value inférieure a 0,05 est considérée comme
statistiquement significative. Nous avons utilisé les tests non paramétriques de Mann-
Whitney et Fisher. Pour évaluer les performances diagnostiques nous avons employé les
sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives (VPP), valeurs prédictives négatives
(VPN) et I'aire sous la courbe (AUC). L’AUC est calculé par une courbe Receiver Operating
Characteristic (ROC) au risque a de 0,05. Nous avons utilisé une classification ascendante
hiérarchique (CAH) non supervisée pour analyser les résultats des HS avec le logiciel XLSTAT-
Premium. Cette méthode permet de classer les cibles et les individus sans que leurs
diagnostics soient pris en compte. La CAH génére deux dendrogrammes montrant la
distance entre les individus dans une dimension et la distance entre les cibles dans I'autre. La
représentation visuelle de la CAH est la carte thermique (heat map). Dans la heat map, les
valeurs normalisées des HS générées par la CAH sont représentées selon une échelle de
couleur : de vert les protéines fortement exprimées (>2) a rouge les protéines faiblement
exprimées (<2). Pour éliminer les protéines dont les HS ne sont pas contributifs pour
I’analyse, nous avons appliqué le filtre de I’écart interquartile. L’écart interquartile pour une
cible antigénique étudiée est une mesure de la dispersion de ses HS dans I'ensemble des
individus étudiés, définie par la différence entre le 3°™¢ quartile et le 1°" quartile. Les
protéines dont I’écart interquartile est inférieur a 0,25 sont éliminées de I'analyse (variabilité

faible des HS).
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lll. RESULTATS

A. Caractéristiques clinico-biologiques des échantillons analysés

Nous avons analysé par HuProt™ les échantillons de dix-neuf patients PCA, sept
sujets sains et une IglV. Dans la premiére série de manipulation, les sérums de dix patients
ont été comparés a I’échantillon d’IglV. Dans la seconde série, neuf patients ont été
comparés aux sept sujets sains. Les patients ne sont pas statistiguement différents entre les
deux séries (Table IV). Concernant les sujets sains, I’age moyen était de 32 ans [20-50], il y

avait six femmes et un homme.

Tableau IV. Caractéristiques clinico-biologiques de la cohorte
des patients avec une PCA.

Patients PCA Série 1 Série 2 p
Age moyen (année) 47 [33-63] 47[36-70] n.s.

Durée moyenne d'évolution de la 11,3[1-41] 8,6 [<1-30] ns.

PCA (années)
Durée moyenne de conservation 30,3[2-57] 18,6[1-70] n.s.
des prélevements (mois)
Sexe Femme 7 3
n.s
Homme 3 6

PCA : Polychondrite Chronique Atrophiante ; n.s.: non significatif.

B. Contréle de la qualité des HuProt™

1. Controle de la qualité de la manipulation

Cambridge Protein Array® effectue une étape de contréle de la qualité apres
I'acquisition des images par le scanner. Elle sert a vérifier la performance du test et permet
de valider la manipulation. Les images issues de 'acquisition a 633 nm de la streptavidine
Alexa-Fluor® 635 qui révele les anticorps anti-GST sont utilisées car toutes les protéines de la
puce sont marquées. D’abord, une inspection visuelle des puces est réalisée afin d’éliminer
les éventuels amas de fluorescence et artefacts (Figure 4). La protéine GST contréle présente

a des concentrations croissantes est vérifiée car elle permet d’apprécier la qualité du
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marquage par l'anticorps anti-GST et d’estimer la quantité relative de protéines présentes au

niveau de chaque spot.

Figure 4. Détection de I’anticorps anti-GST sur HuProt™. La détection de la streptavidine Alexa-
Fluor® 635 a la fluorescence d’excitation de 633nm révele les anticorps anti-GST. L’encart 1 montre
les spots de GST qui sont a des concentrations croissantes.

2. Vérification de la validité diagnostique de HuProt™

Préalablement a I'analyse des patients PCA, nous avons vérifié la validité
diagnostique de HuProt™ par I'analyse des échantillons des patients qui ont une maladie
auto-immune bien définie comme la cirrhose biliaire primitive, le lupus érythémateux
disséminé et le syndrome des anti-synthétases anti-Jol. L’anticorps anti-mitochondrie
(dihydrolipoamide S-acetyltransferase qui est un composant du complexe E2 pyruvate
deshydrogénase) est retrouvé avec HuProt™ dans I’échantillon du patient atteint de cirrhose
biliaire primitive. L’anticorps anti-protéine ribosomale P2 est retrouvé chez le patient
présentant un lupus érythémateux disséminé. Ce patient avait un anticorps anti-protéine

ribosomale P avec les techniques diagnostiques de routine. Enfin, nous retrouvons avec

33



HuProt™ I’anticorps anti-histidyl-tRNA synthétase (Jo1/HARS) chez le patient atteint du

syndrome des anti-synthétases (Figure 5).

Figure 5. Détection de I'anticorps anti-histidyl-tRNA synthetase (HARS/Jol) par HuProt™. (A) La
détection de la streptavidine Alexa-Fluor® 635 a la fluorescence d’excitation de 633nm révele les
anticorps anti-GST. Parmi les contrdles présentés dans le matériel et méthode, trois sont mis en
évidence dans cette figure : les encarts 1, 2, 3 montrent les contrdles, respectivement le GST a des
concentrations croissantes, la biotine et le BSA-biotinylé. L’encart HARS montre la position des
protéines HARS. (B) La détection de I'lgG anti-humain Alexa-Fluor® 546 a la fluorescence d’excitation
de 532 nm montre les auto-anticorps anti-protéine HARS. L’encart 1 est une protéine contréle
fluorescente non couplée avec le GST.

C. Recherche des anticorps déja décrits dans la littérature

1. Auto-antigénes décrits dans la PCA

Les auto-antigenes identifiés précédemment dans la littérature et présents sur
HuProt™ sont : les collagénes Il et IX, la matriline-1, le COMP, la tubuline a, I'a-enolase, la
vimentine, la calreticuline et la desmine (19,20,25,40,43). Chez les patients et les contrdles
(IglV et sujets sains), nous avons recherché une positivité de ces auto-antigenes avec un HS
supérieur a 2 (Figure 6). Les sous-unités a2 du collagéne IX et le collagéne XI ne sont pas
présentes sur HuProt™. La protéine COMP a un HS supérieur a 2 chez les patients PCA -12,
-13, -14, -15, -17, -18 et -19 et chez tous les sujets sains. Il n'y a pas de différence

significative de HS entre les patients et les contréles pour COMP. Les IS étaient inférieurs a 2.

34



Les autres auto-anticorps reconnaissant les autres cibles décrites dans la littérature ne sont

pas retrouvés dans les échantillons (HS<2).
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Figure 6. HS des auto-antigénes décrits dans la PCA chez les patients PCA et les contrdles : le
collagene I, le collagéne IX al, le collagene IX a3, le COMP, la matriline-1, l'a-enolase, la
calréticuline, la vimentine, la tubuline a, et la desmine. n.s. non significatif.

2. Auto-antigenes décrits dans les maladies associées a la PCA

Nous avons recherché chez les patients et les sujets sains les auto-antigenes
reconnus par les auto-anticorps présents dans les maladies associées a la PCA (Tableau V).
Les auto-antigénes 2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH), protéine ribosomale P2,
I’'annexine Il et Sicca Syndrome type B (SSB) ont un HS supérieur a 2 mais des IS inférieurs a
2. OGDH est retrouvé chez tous les sujets sains et les patients PCA -12, -13, -14, -15, - 16, -17,
-18 et -19, la protéine ribosomale P2 chez PCA -17 et -18 et healthy 1, I'annexine |l chez PCA-
19 et deux sujets sains healthy 3 et 4 et SSB chez deux patients PCA-16 et -18. L’histone H1 a

un HS de 9,39 et un IS de 98,6 chez le patient PCA-3. Pour le patient PCA-7, Glutamate Acid
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Decarboxylase (GAD) avait un HS et un IS supérieur a 2. Pour le patient PCA-19, 'auto-
antigéne glycoprotéine 210 (Gp210) avait un HS et IS supérieur a 2. L'auto-antigéne

myélopéroxydase (MPO)a un HS de 4,01 et un IS de 2,49 chez le sujet sain healthy 6.

Tableau V. Auto-antigénes décrits dans les maladies associées
a la PCA présents et absents de la puce HuProt™ (72-74).

Présents sur HuProt™ Absents de HuProt™

Connectivites

U1-RNP Sc70 TRIM 21
Sm PM-Scl Filagrine
PCNA SSB Histones H2B et H4

cece
Ribosomes PO, P1, P2
Centroméres

Histones H1, H2A et H3

Syndrome des anti-phospholipides

B2GPI Thrombine PS
Annexine Il Cardiolipine
Annexine V

Vascularite 3 ANCA

PR3 Lysosyme

MPO Hlamp2

LBR Azurocidine
Lactoferrine BPI
CathepsineG B glucoronidase

Elastase

Endocrinopathies auto-immunes
GAD Récepteur de la TSH Thyroglobuline
llots de langerhans TPO
Insuline
1A2

Cirrhose biliaire primitive

Gp210 Nucleoporine 62

Sp100 Mitochondries type
Sp140 M2 : PDH et OGDH
PML

Les protéines en gras sont retrouvées chez un ou plusieurs individus avec un HS supérieur au seuil de
2. B2GPI: B 2 glycoprotéine | ; BPI: Bactericidal/Permeability Increasing protein ; CCP : citrullinated
cyclic peptide ; GAD : Glutamate Acid Decarboxylase ; Gp210 : glycoprotéine 210 ; Hlamp2 : human
lysosomal membran protein 2; 1A2 : tyrosine phosphatase IA-2; LBR: Lamine B Receptor ; MPO :
myélopéroxydase ; Anticorps anti-mitochondrie type M2 comprend la recherche d’anticorps anti-
pyruvate déshydrogénase (PDH) et 2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH); PML: Promyelocyte
Leukemia ; PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen ; PR3 : protéinase 3 ; PS: Phosphatidyl-Sérine ;
Scl70 : ADN topoisomérase | ; SSB : Sicca Syndrome type B; TPO : Thyropéroxidase ; TSH : Thyroid
Stimulating Hormon ; U1-RNP : U1 ribonucleoprotein.

D. Analyse de I'expression des Hit Score des cibles protéiques

1. Dépendance des résultats au jour de réalisation de la manipulation

Nous avons choisi d’utiliser la heat map (carte thermique) comme outil exploratoire

statistique. La heat map des HS permet de classer dans le méme temps les protéines et les
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individus (Figure 7). Par le filtre de I'écart interquartile sans tenir compte de valeurs seuil de

HS (seuil de positivité a 2), 5458 protéines sont retirées de I’analyse sur 22272.

Avec cette méthode, nous avons observé une différence de distribution des résultats
en fonction du jour de la manipulation, créant ainsi une ségrégation des individus selon le
jour de la réalisation des HuProt™. Il n’est donc pas possible d’analyser 'ensemble des
données de facon globale. Nous avons donc pris la décision d’analyser séparément les deux
séries de manipulations. La premiere série comporte dix patients PCA et IglV et la seconde
neuf patients PCA et sept sujets sains. Nous nous sommes focalisés sur la seconde série car
I'analyse est plus pertinente statistiquement au vu du plus grand nombre d’échantillons

contrdles.
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2. Différence de répertoire d’auto-anticorps entre les patients PCA et les sujets

sains

Dans un premier temps, nous avons étudié le profil de reconnaissance de toutes les
protéines de la puce simultanément chez les patients et chez les sujets sains. Nous avons
dans ce but réalisé une heat map avec les HS de toutes les protéines de HuProt™ des
échantillons de la seconde série de manipulation (9 patients et 7 sujets sains)
indépendamment du seuil de HS (Figure 8). Le filtrage par I'écart interquartile a éliminé
11218 protéines de I'analyse sur 22272. Nous avons ensuite séparé deux grands groupes
d’individus, le premier est composé des patients PCA-11, -19 et -14 et des sujets sains
healthy-2, -3 et le second des patients PCA-12, -13, -15, -16, -17 et -18 et les sujets sains
healthy-1, -4, -5, -6, -7. |l est important de noter que dans chaque grand groupe, les sous-
groupes ne contiennent soit que des malades soit que des sujets sains. L'ensemble des
données des puces montre qu’il est possible de séparer les données des patients et des
sujets sains sans supervision. Cela signifie qu’il existe bien des profils d’anticorps différents

entre les patients et les sujets sains.
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Figure 8. Répertoire d’auto-anticorps chez les patients PCA et les sujets sains. Chaque colonne
représente un individu et chaque ligne une protéine. Les deux dendrogrammes ségrégent les
individus et les protéines. Valeurs normalisées de HS : >2 vert plus exprimé ; <2 rouge moins exprimé.
PCA : patients PCA. Healthy : sujets sains.

Pour affiner I'étude, nous avons sélectionné les protéines avec un HS supérieur a 2
chez au moins deux patients (n=677). Nous avons appliqgué comme dernier filtre, un IS
supérieur a 2. Dix-sept cibles protéiques correspondent ainsi a ces restrictions : ABI3 family
member 3 (ABI3), Lymphocyte Specific Protein 1 (LSP1), Membrane Associated Guanylate
kinase (MAGI1), Dystrobrevin Binding Protein 1 (DTNBP1), RAB11 Family Interacting Protein
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1 (RAB11FIP1), Taxiline B (TXLNB), Coiled-Coil Domain Containing 97 (CCDC97), HCLS1
Binding Protein 3 (HS1BP3), SUMO-activating enzyme subunit 2 (UBA2), Disabled homologue
1 (DAB1), Calpastatine (CAST), Retinol Deshydrogenase 16 (RDH16) et SH3 domain Binding
Protein 2 (SH3BP2), Prolin Rich Haell subfamily 1 (PRH1) et UCN3 Urocortine 3 (UCN3) ABI3
(ABI family member 3), Coiled-Coil Domain Containing 107 (CCDC107), RING Finger protein
13 (RNF13).

Nous avons ensuite réalisé une heat map a partir des HS de ces cibles (Figure 9). Le
filtre de I'écart interquartile élimine deux protéines : CCDC107 et RNF13 (indiquant que la

dispersion des valeurs était faible).
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Figure 9. Quinze cibles protéiques permettent de distinguer les sujets sains et les patients PCA.
Chaque colonne représente un individu et chaque ligne une protéine. Les deux dendrogrammes
ségrégent les individus et les protéines Valeurs normalisées de HS : >2 vert plus exprimé ; <2 rouge
moins exprimé. PCA : patients PCA. Healthy : sujets sains.
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Cette heat map sur les 15 protéines sélectionnées montre une distribution
comparable a celle réalisée sur I'ensemble des protéines de la puce. Les individus sont
dissociés en deux groupes. Le premier comprend deux sous-groupes distincts de sept
patients avec une PCA et de cing sujets sains. Le second comprend deux patients et deux
sujets sains. Cette analyse montre qu’il est donc possible de ségréger les patients et les
malades a I'aide de 15 cibles protéiques. Le dendrogramme des protéines isole trois grands
groupes. Le premier groupe se compose de TXLNB, CCDC97, MAGI1, RAB11FIP1, ABI3, LSP1,
DTNBP1 dont les auto-anticorps sont plus exprimés chez les patients par rapport aux sujets
sains. Un deuxieme groupe : SH3BP2, HS1BP3, UBA2, DAB1 et CAST dont les HS sont plus
exprimés chez les sujets sains. Et un troisieme groupe PRH1 et UCN3 qui peut étre présent
chez les patients et les sujets sains. A la lumiere de cette analyse, il semblerait que les cibles
antigéniques du premier groupe soient celles qui sont les plus contributives pour le

diagnostic de la PCA.

3. Corrélation clinico-biologique

Les données cliniques et biologiques des malades sont indiquées dans le tableau
suivant (Tableau VI). Le patient PCA-16 est le seul avec un syndrome myélodysplasique
associé a la PCA. Nous n’observons pas de corrélation entre la ségrégation des patients mise
en évidence précédemment (Figure 9) et les caractéristiques clinico-biologiques des
patients.

Nous n’avons pas trouvé de différences entre les patients des deux groupes : PCA-11

et-19 et PCA-12, -13, -14, -15, -16, -17 et -18 (Table VII).
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Tableau VII. Caractéristiques des deux groupes de patients ségrégés
avec les protéines cibles d'intéréts.

R PCA-12-13 -14-
Patients PCA PCA-11-19 P
15-16-17-18
Age moyen (année) 47 [44-49] 47 [36-70] n.s.
Durée moyenne d'évolution de laPCA
| 7,3[<1-15] 8,9 [1-30] n.s.
(années)
Durée moyenne de conservation des
= X 37 [5-69] 13,3[1-70] n.s.
préléevements (mois)
Femme 1 2
Sexe n.r.
Homme 1 5

PCA : Polychondrite Chronique Atrophiante ; n.s. : non significatif ;
n.r.: non réalisable.

4. Contribution au diagnostic de la PCA des cibles protéiques d’intéréts

Nous avons déterminé pour chaque protéine cible identifiée par la heat map un seuil de
positivité du HS (de contribution diagnostique) par I'analyse d’'une courbe ROC. A partir de
ces seuils, nous avons calculé les sensibilités, spécificités, VPP et VPN pour chacune de ces

protéines (Tableau VIII).

Tableau VIIl. Valeur diagnostique des cibles protéiques d'intéréts.

Symboles Noms AUC  HSSeuil Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
Groupe 1
TXLNB Taxiline B 0,730 13 67 86 86 67
CCDCY7 Coiled-Coil Domain Containing 97 0,841 20 78 100 100 78
MAGI1 Membrane Associated Guanylate kinase 0,889 20 78 100 100 78
RAB11FIP1 RAB11 family interacting protein 1 0,540 8 44 100 100 58
ABI3 ABI family member 3 0,619 17 56 86 83 60
LSP1 Lymphocyte Specific Proteine 1 0,794 13 67 86 86 67
DTNBP1 Dystrobrevin Binding Protein 1 0,587 12 56 57 63 50
Groupe 2
HS1BP3 HCLS1 Binding Protein 3 0,317 12 33 14 33 14
UBA2 SUMO-activating enzyme subunit 2 0,349 13 33 43 43 33
DAB1 Disabled homologue 1 0,286 11 22 43 33 30
CAST Calpastatine 0,333 14 22 13 33 33
RDH16 Retinol Deshydrogenase 16 0,508 12 11 57 25 33
SH3BP2 SH3 domain Binding Protein 2 0,413 10 0 71 0 36
Groupe 3
UCN3 Urocortine 3 0,429 2 33 71 60 46
PRH1 Prolin Rich Haell subfamily 1 0,746 2 22 100 100 50

AUC : aire sous la courbe, HS : Hit Score, VPN : valeur prédictive négative, VPP : valeur prédictive
positive.
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Hit Score

a. Groupe 1 des cibles protéiques d’intéréts

Dans ce groupe, nous retrouvons les protéines TXLNB, CCDC97, MAGI1, ABI3, LSP1,
DTNBP1 et RAB11FIP1. La figure 10 présente les HS de ces protéines chez les patients PCA et
les sujets sains. Les HS des cibles CCDC97 et MAGI1 sont significativement plus élevés chez
les patients par rapport aux sujets sains (respectivement p=3.102 et p=8.103). Pour les

autres protéines il n’y a pas de différence significative.

A. B
n.s. p=3.107 p=8.10" n.s. n.s. n.s. n.s.
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. ccoee?
a0
MAGI1
A *
30- RAB11FIP1
vy X3 ABI3
a +* . LsP1
201 o @ Aa * n v *4
X R ] 5 ve DTNBP1
L] A A . v -
10{ ®e 2% . . S .;J.wi‘:;,.+ B TN M~ S W A NS O N m
o MR . — : - = = = o~ -
. 0 v v . s 2 > > > > > > > | | | ' |
v PR o g « £ £ £ £ £ £ T 9 < <« € € < <
T+t U O X 2 =2 e 2 E gy U U Uy Y
04 A + o a @ @© @© © [} 1] o] a o a o o o o
v 9 9 0 9 O O
I I I I T T T
10
TXLNB CCDC97 MAGI1 ABI3 LSP1 DTNBP1 RAB11FIP1 Légende
* Patients
* Controles

Figure 10. Groupe 1 des cibles protéiques d’intéréts : TXLNB, CCDC97, MAGI1, ABI3, LSP1, DTNBP1
et RAB11FIP1. (A) Distribution des HS des protéines du groupe 1 chez les patients PCA et les sujets
sains. (B) Heat map des protéines du groupe 1 chez les patients PCA et les sujets sains. Healthy :
sujets sains, PCA : patients PCA, n.s. non significatif.

b. Groupe 2 des cibles protéiques d’intéréts

Ce second groupe comprend les protéines HS1BP3, UBA2, DAB1, CAST, RDH16 et
SH3BP2. La figure 11 montre la distribution des HS de ces protéines chez les patients et les
sujets sains. Il n’y a pas de différence significative du HS pour chaque protéine entre les

patients et les sujets sains.
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Hit Score
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Figure 11. Groupe 2 des cibles protéiques d’intéréts : HS1BP3, UBA2, DAB1, CAST, RDH16 et
SH3BP2. (A) Distribution des HS des protéines du groupe 2 chez les patients PCA et les sujets sains.
(B) Heat map des protéines du groupe 2 chez les patients PCA et les sujets sains. Healthy : sujets
sains, PCA : patients PCA, n.s. non significatif.

c. Groupe 3 des cibles protéiques d’intéréts

Le dernier groupe de cibles comprend les protéines PRH1 et UCN3. La figure 12
montre la distribution des HS des deux protéines chez les patients et les sujets sains. Les HS

de chaque protéine ne sont pas différents statistiquement entre les patients et les sujets

sains.
A. B
n.s. n.s.
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R UCN3
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Figure 12. Groupe 3 des cibles protéiques d’intéréts : PRH1 et UCN3. (A) Distribution des HS des
protéines du groupe 3 chez les patients PCA et les sujets sains. (B) Heat map des protéines du groupe
3 chez les patients PCA et les sujets sains. Healthy : sujets sains, PCA: patients PCA, n.s. non
significatif.

46



5. Sélection des biomarqueurs pour le diagnostic de la PCA

Les résultats de I'exploration des puces a protéines ne mettent pas en évidence une
cible protéique unique mais plusieurs combinaisons. Nous avons schématisé les résultats de
la heat map (Figure 9) dans le but d’identifier les liens entre les combinaisons de protéines et
la répartition des individus (Figure 13). De cette analyse nous en tirons deux informations.
Premierement, le groupe de protéines ABI3, LSP1, CCDC97, MAGI1, TXLNB, DTNBP1,
RAB11FIP1 est exprimé de maniere plus forte chez les patients PCA -12, -13, -14, -15, -16, -17
et -18. On peut supposer que la présence de cette combinaison de cibles chez des patients
pourrait étre corrélée avec la présence de la maladie. La seconde information est que les
protéines DAB1, CAST, SH3BP2, HS1BP2, RDH16 et UBA2 semblent plus exprimées chez les

sujets sains. On pourrait supposer que la présence de cette combinaison de cibles exclurait

la maladie.

PRH1
UCN3
TXLNB ]
ceDCo7 I Lien fort
MAGI1 Il Lien moyen
RAB11FIP1
Il Lien faible
ABI3
LSP1
DTNBP1
HS1BP3
UBA2
DAB1
CAST
RDH16
SH3BP2
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Figure 13. Schéma d’interprétation des résultats de HuProt ™. Les couleurs représentent le lien
entre la combinaison de cibles et les individus. PCA : patients PCA, healthy : sujets sains.
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Avec les nouveaux seuils d’HS (Table VIII), nous avons déterminé que lorsque quatre
des auto-anticorps du groupe 1 (TXLNB, CCDC97, MAGI1, ABI3, LSP1, DTNBP1 et RAB11FIP1)
étaient présent dans le sérum, la sensibilité diagnostique est 78%, la spécificité 100%, la VPP
100% et la VPN 78%. Si on considere que la présence d’auto-anticorps du groupe 2 (HS1BP3,
UBA2, DAB1, CAST, RDH16 et SH3BP2) dans le sérum exclut la maladie, lorsque que trois de
ces auto-anticorps sont présents, la probabilité que I'individu soit sain est 83% (VPP du test).

La probabilité qu’il soit malade quand ces anticorps sont absents est alors 80% (VPN du test).

6. Analyse complémentaire des échantillons de la premiére série de patients

Nous avons voulu confirmer dans la premiére série la présence des auto-anticorps
retrouvés dans la deuxieme série de manipulation. Nous avons appliqué les mémes critéres
de sélection des protéines que précédemment (les cibles dont les HS et IS sont supérieurs a
2). Parmi les protéines reconnues que nous avons décrites, nous avons retrouvés CAST et
MAGI1 chez 33% (n=3/10) de ces patients, Les anticorps anti-DAB1, HS1BP3 et UCN3 sont
retrouvés chez un malade sur 10 (Figure 14). Certains anticorps sont donc retrouvés dans les

deux séries en dépit de biais venant de la réalisation de ces séries a des dates différentes.
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Figure 14. HS des cibles protéiques d’intéréts dans les deux séries de manipulations. (A) Groupe 1
des protéines TXLNB, CCDC97, MAGI1, RAB11FIP1, ABI3, LSP1 et DTNBP1. (B) Groupe 2 des protéines
HS1BP3, UBA2, DAB1, CAST, RDH16 et SH3BP2 (C) Groupe 3 des protéines PRH1 et UCN3.
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IV. DISCUSSION

L’objectif du travail réalisé était I'identification de nouveaux biomarqueurs de la PCA. Le
diagnostic biologique de la maladie reste de nos jours un défi. Ce travail est fondé sur
I’hypothése qu’il pourrait exister des auto-anticorps qui n’ont pas encore été identifiés. Leur
identification permettrait alors d’améliorer et accélérer le diagnostic de la maladie. Les
puces a protéines HuProt™ sont une technologie nouvelle qui permet d’analyser
simultanément des milliers de cibles protéiques pour un méme échantillon. Il nous a semblé
intéressant d’évaluer cette technique sur des patients atteints de PCA dont le diagnostic est
certain. Nous avons recruté dix-neuf patients suivis dans le service de médecine interne 2 de
I’h6pital de la Pitié-Salpétriere et choisi deux types de controles, sept échantillons provenant
de donneurs de sang issus de I'EFS (sujets sains) et un échantillon d’IglV. Les ages et sexes

des patients concordent avec les données épidémiologiques de la littérature (4,8).

Dans un premier temps, nous avons recherché les auto-anticorps décrits dans la
littérature présents dans la PCA (19-22,25,43) et également dans les maladies auto-
immunes associées a la PCA. De facon surprenante, nous n’avons retrouvés aucun de ces
auto-anticorps répondant a nos critéres de positivité (HS et IS supérieur a 2). Nous avons
ensuite utilisé une méthode de classification non supervisée des résultats, la classification
hiérarchique ascendante et sa traduction visuelle, la heat map. Dans la mesure ou la heat
map montrait une ségrégation des individus selon le jour de réalisation de Ila
manipulation nous n’avons pas pu analyser I'ensemble des patients par une approche
globale. En effet, la distribution des résultats a semblé dépendre du jour de la manipulation.
Il était donc nécessaire d’analyser séparément les deux séries de manipulations. Nous avons
décidé de concentrer nos efforts sur la seconde série qui comporte des sujets contréles
sains, la premiere série étant moins pertinente statistiguement car nous n’avions qu’un seul

contréle (IglV).

L'analyse de la heat map a permis de mettre en évidence trois combinaisons de cibles
protéiques. La premiere est composée de ABI3 family member 3 (ABI3), Lymphocyte Specific
Protein 1 (LSP1), Membrane Associated Guanylate kinase (MAGI1), Dystrobrevin Binding
Protein 1 (DTNBP1), RAB11 Family Interacting Protein 1 (RAB11FIP1), Taxiline B (TXLNB),
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Coiled-Coil Domain Containing 97 (CCDC97), la seconde de HCLS1 Binding Protein 3
(HS1BP3), SUMO-activating enzyme subunit 2 (UBA2), Disabled homologue 1 (DAB1),
Calpastatine (CAST), Retinol Deshydrogenase 16 (RDH16) et SH3 domain Binding Protein 2
(SH3BP2) et la derniére des deux protéines Prolin Rich Haell subfamily 1 (PRH1) et
Urocortine 3 (UCN3). Aucun des patients n’avait dans son sérum |’ensemble des auto-
anticorps décrits. La premiere combinaison de protéines est celle qui semble la plus
discriminante car elle regroupe des anticorps les plus exprimés chez les malades par rapport

aux sujets sains.

LSP1 et MAGI 1 sont exprimés dans la membrane cellulaire sur le versant intracellulaire.
Les deux protéines sont impliquées dans la transduction du signal. LSP1 est une protéine du
cytosquelette exprimée par les cellules de la lignée hématopoiétiques (lymphocytes T du
cortex thymique, les lymphocytes B circulant, plasmocytes, macrophages et cellules
dendritiques) et les cellules endothéliales. Elle a un réle dans I'induction de I'inflammation
par le recrutement des lymphocytes (75). Chez les personnes atteintes de polyarthrite
rhumatoide, le taux de LSP1 est bas (76). Les auteurs suggerent qu’un taux bas de LSP1
diminue le seuil d’activation des lymphocytes T et donc augmenterait les capacités
migratoires des cellules inflammatoires. MAGI1 est une protéine d’assemblage localisée aux
jonctions cellule-cellule. Elle augmente I'adhésion des cellules a I'endothélium vasculaire et
est impliguée dans de nombreuses voies de signalisation intracellulaire (dont celle de la
phosphatidylinositol-3-kinase PI3K). In vitro, I'expression anormale de MAGI1 influence
I’adhésion et I'invasion des cellules cancéreuses, d’apres Feng et al. MAGI1 pourrait étre un
suppresseur de tumeur (77). DTNBP1, CCDC97 et TXLNB sont des protéines cytoplasmiques.
DTNBP1 est liée a la biogénese des lyzosomes dans les tissus neuronaux. CCDC97 est une
protéine super enroulée qui agit comme un facteur de transcription. Un variant génétique
de CCDC97 a récemment été décrit associé a la maladie coronarienne (78). La taxiline B est
une syntaxine impliquée dans le trafic intracellulaire des vésicules. La protéine ABI3 est
localisée dans le cytoplasme et le noyau. Elle régule la polymérisation de I'actine et agit dans
la migration cellulaire. Elle a un réle anti-oncogene car son expression ectopique réduirait la
croissance cellulaire par induction de la senescence (79). RAB11FIP1 est une GTPase de la
membrane du réticulum endoplasmique. Elle a un réle dans I'’endocytose et le recyclage des

vésicules.
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Les anticorps de la seconde combinaison, HS1BP3, UBA2, DAB1, CAST, RDH16 et SH3BP2
sembleraient plus exprimés chez les sujets sains. On peut supposer que cette association
permettrait d’exclure le diagnostic de la maladie. Il faut toutefois nuancer cette
interprétation parce que deux sujets sains ne possédent pas cette combinaison de cibles.
DAB1, CAST et SH3BP2 sont des protéines cytoplasmiques. SH3BP2 est exprimée par les
cellules hématopoiétiques et régule positivement les activités transcriptionnelles des
lymphocytes T, NK et basophiles. Les mutations de ce géne provoquent un chérubisme (80).
DAB1 est une protéine de la transduction du signal qui agit avec la voie des protéines kinases
pour réguler la position neuronale au cours du développement par son action sur la protéine
Reelin (glycoprotéine sécrétée par les neurones du cerveau en cours de développement).
CAST est une protéine inhibitrice de la calpaine (protéase calcium dépendante). Elle est
impliquée dans I’exocytose des vésicules neuronales. Des auto-anticorps anti-CAST ont été
décrits chez des patients atteints d’une polyarthrite rhumatoide (81). RDH16 et HS1BP3 sont
tous les deux présentes dans le réticulum endoplasmique. RDH16 est membranaire et joue
un réle dans la biosynthése de I'acide rétinoide. La protéine HS1BP3 est impliquée dans
I"activation des lymphocytes par régulation de la signalisation de I'lL2. Enfin, UBA2 est a la
fois cytoplasmique et nucléaire. Elle est également appelée SAE2 (SUMO-activating enzyme
subunit 2) et est impliquée dans la modification post-traductionnelle des protéines par
sumoylation. Des auto-anticorps anti-SAE sont retrouvés chez des patients avec une
dermatomyosite auto-immune (82). Il existe des auto-anticorps dit naturels chez les sujets
sains : ils sont ubiquitaires, polyréactifs et d’affinités variables (83,84). Ils auraient un role
dans I'homéostasie du systeme immunitaire (83,85). Il n’existe pas dans la littérature
d’articles portant sur la présence d’auto-anticorps contre les protéines de la seconde

combinaison chez les sujets sains.

Le dernier groupe PRH1 et UCN3 est présent chez les patients et chez les sujets sains. Il

semble peu contributif dans le diagnostic de la PCA.

Nous avons analysé la premiere série d’expérience selon les mémes criteres (HS et IS
supérieur a 2) et avons retrouvé quelques anticorps (DAB1, CAST, MAGI1, HS1BP3 et UCN3)
en commun avec la seconde série. Malgré le caractére innovant de cette technologie il

semble qu’il existe un probléme de variabilité inter-manipulations.
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La faible reproductibilité expérimentale est le principal inconvénient de la technique des
puces a protéines (57,59,64,70,86). Il existe deux types de variabilités: systématique et
aléatoire. Les variabilités systématiques sont liées aux artefacts (variabilité spatiale) dues a
I'impression des protéines sur la puce. Les variabilités aléatoires sont liées a la fabrication
des protéines, I'hétérogénéité de la surface des puces et I'incubation des échantillons (87).
Néanmoins I'ensemble des procédures de controles utilisées permettent de limiter au

maximum ces biais.

Par ailleurs, il n’existe pas de protocole consensuel pour interpréter les résultats des
puces a protéines. Néanmoins, les différents biais a contréler ont été identifiés. Les résultats
nécessitent une normalisation pour limiter I'impact des variabilités et réduire le bruit de
fond. L'équipe de Zhu propose une procédure Protein chip analysis tool (ProCAT) pour
homogénéiser les résultats d’'une puce a protéine fonctionnelle. Notre technique d’analyse
est proche de ProCAT. ProCAT applique une fenétre carrée autour du spot étudié en incluant
les spots voisins. De cette maniére, il est possible de réduire le bruit de fond en utilisant la
médiane du signal de fond de tous les spots de la fenétre. L'utilisation de cette fenétre
permet de maitriser la variabilité spatiale en normalisant le signal avec les signaux des spots
présents dans la fenétre. Ensuite, pour identifier les protéines positives, la méthode ProCAT
définit un seuil de deux déviations standards au-dessus de la moyenne de fluorescence des
spots de la fenétre. Il faut éliminer ensuite toutes les cibles qui sont également positives
dans la puce controle (incubée seulement avec l'anticorps anti-GST et les anticorps
secondaires) et celles dont la déviation standard dans le duplicat est élevée. Cette méthode
ressemble a notre définition du HS mais nous prenons en compte, dans notre analyse, toutes
les protéines de la puce. Enfin, comme l'affinité de la liaison peut étre biaisée si la protéine
est peu abondante, la méthode ProCAT normalise le signal d’une protéine en fonction de la
fluorescence de la protéine marquée par un anticorps controle (88), ce qui correspond a
notre IS. D’aprés Sboner et al. ProCAT n’est pas une méthode optimale pour la détection
d’auto-anticorps car il faut identifier des auto-antigenes dont la différence de réactivité peut
étre subtile entre les puces. Un des problémes des puces a protéine est la variabilité entre
les puces et ProCAT en se focalisant sur un seul échantillon ne la prend pas en compte.
Sboner et al. propose un autre modéle, Robust Linear Model (RLM) qui considére la quantité

de protéines dans le spot, I'affinité de la liaison, un effet de lame qui inclut les différences
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entre les puces liées aux conditions expérimentales et une constante d’erreur aléatoire (87).
En résumé, les données de la littérature montrent qu’il n’y a pas de méthode unique pour
analyser les données des puces a protéines. Toutefois I'ensemble de ces méthodes ont pour

caractéristiques communes d’essayer de limiter au maximum les biais liés aux variabilités.

54



V. CONCLUSION

Malgré les problemes de variabilités et reproductibilité, nous avons pu exploiter les
données des puces HuProt™ et pu identifier deux combinaisons d’auto-antigenes : une qui
permettrait d’établir le diagnostic et une qui permettrait de I'exclure. La technologie des
puces a protéines ne permet toutefois de cribler des cibles protéiques que sur un nombre
limité de malade car la technologie reste extrémement couteuse. Il reste nécessaire de
confirmer les données obtenues avec les puces sur un plus grand nombre de malade avec

des techniques spécifiques comme les ELISAs.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Score RPDAI (29)

Parameters for the final model

RPDAI

Item weights

Arthritis

Fever

Purpura

Raised C-reactive protein level
Manubriosternal chondritis
Sternoclavicular chondritis
Hematuria

Costochondrits

Episderitis

Proteinuria

Vestibular dysfunction

Nasal chondritis

Pericardids

Uveitis

Auricular chondritis

Scleritis

Corneal ulcer

Motor or sensorimotor neuropathy
Sensorineural deafness

Retinal vasculitis

Respiratory chondritis without ARF
Large and/or medium sized vessel involvement
Myocarditis

Renal failure

Acute aortic or mitral insufficiency
Encephalitis

Respiratory chondritis with ARF

DLV LVLLVOOIULELLAWWWN=
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ANNEXE 3 : Tableau des caractéristiques démographiques et biologiques des sujets sains.

Sujets sains Healty-1 Healty-2 Healty-3 Healty-4 Healty-5 Healty-6 Healty-7
Données Age aumoment du
; A prélévement 28 32 26 50 46 20 23
démographiques J
(années)
Sexe F F F F M F F
Aspect et dilution en ) Moucheté Moucheté
Immunofluorescence Moucheté type 1. Négatif Négatif Négatif type DFS type DFS
Caractéristiques indirecte sur cellules DFS-1/320 g & & & Yl; 160 VF;- 320
biologiques Hep2 / /
Recherche ENA Négative Négative Négative Négative Négative Négative Négative

DFS: Dense Fine Speckled; Recherche ENA: Recherche

solubles.

d’anticorps anti-antigénes nucléaires
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Titre :
Evaluation de la technique des puces a protéines pour I'identification de biomarqueurs
diagnostiques de la polychondrite chronique atrophiante.

Résumé :

La polychondrite chronique atrophiante (PCA) est une maladie auto-immune marquée par
une inflammation récurrente et progressive du tissu cartilagineux. Il n’existe pas de
marqueur biologique spécifique de la PCA. Il est donc nécessaire d’en déterminer de
nouveaux afin de compléter un diagnostic qui reste clinique. Une puce a protéine a été
développée (Zhu et al. 2001) permet de tester un grand nombre de cibles antigéniques
potentielles au cours d’une seule manipulation. L'objectif du travail de thése est la
détermination de nouveaux auto-anticorps pour le diagnostic de la PCA a I'aide d’une puce
a protéines. Dix-neuf sérums provenant de patients atteints de PCA ont été sélectionnés.
Les données obtenues chez les patients ont été comparées a celles de sept sérums de sujets
sains ainsi qu’a celles d’un lot d’immunoglobulines intraveineuses en deux manipulations
distinctes. L'analyse des puces a protéines a montré que la distribution des résultats semble
dépendre du jour de réalisation de la manipulation. Nous nous sommes focalisés sur la
seconde série de patients, la premiere étant moins pertinente statistiquement. Dans la
cette série de patients nous avons mis en évidence deux combinaisons de cibles protéiques.
Les auto-anticorps contre la premiére semblent les plus discriminants car ils sont les plus
exprimés chez les patients par rapport au sujet sains. La seconde combinaison semblerait
plus exprimée chez les sujets sains. On peut supposer qu’elle permettrait d’exclure le
diagnostic de la PCA. Nous avons pu démontrer qu’il existe deux combinaisons de cibles qui
permettraient de différencier sur le plan biologique les patients avec une PCA des sujets
sains.
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combinaisons d’auto-anticorps, reproductibilité
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