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Actualité en auto-immunité
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I, ANTICORPS ANTI-PROTEINES CITRULLINEES
Le premier de ces anticorps est le “facteur anti-périnucléaire” [APF)
découvert en 1964 par Nienhuis et coll, {1). Cet anticorps margue, en
immunofluorescence indirecte, les grains de kératohyaline du cyto-
plasme des cellules #pithéliales de la mugueuse buccale humaine. Le
second anticorps de ce groupe, est décrit en 1979 par Young et coll, {2),
| se fixe sur la couche comée de |'épithélium malpighien de 'esophoge
de rat, et, en raisan de cette localisation, o été appelé, & tort, anti-
corps anti-kératine (AKA), Les anticorps recherchés par immunofluo-
rescence indirecte ne sont retrouvés que dans la moitié des cas de PR.
Le APF et les AKA dépendent en fait d'un méme antigéne, la filagrine
(et son precurseurlo pmﬁlugrme}. urie protéine impliquée dans I"agré-
ation des filaments de cytokératine (Filament Aggregating Protein)
?3}. Cette découverte o aussitot incité les chercheurs 4 utiliser la fila-
grine, purifide o partir d'épiderme humain ou d'cesophage de rat, comme
antigéne pour o recherche des anticorps correspondants par immuno-
transfert au ELISA. La sensibilité de ces tests ¢'est révélée trés varia-
ble et globalement trés faible (12 a 47 %). En 1998, il a pu étre démon-
tré que les déterminants antigénigues reconnus par les onticorps du
serum de patients otteints de PR sont constitués de résidus citrullinés
présents sur certaines isoformes de la filagrine (4). La citrulline est un
acide aminé qui n'est pas encodé par I'"ADN, Elle résulte d'une modifi-
cation post-traductionnelle qui transforme les résidus arginyl en rési-
dus eitrullyl (voir encadré ci-contre). La filagrine « native » peut &tre
citrullinge in vitro sous I'action de la peptidylarginine désiminase (PAD).
Vincent et coll. {5) ont développé en 2000 un test ELISA basé sur I'uti-
lisation de o filogrine recombinée de rat, citrullinée in vitro: Un test
basé sur ce principe a té récemment commercialise par la firme GENE-
SIS (UK} sous le nom de CPA {citrullinoted protein antibodies).
Divers travaux ont montré que d'autres protéines citrullinges sont égale-
ment recannues par les anticorps du sérum des malades atteints de PR,
Déjaen 1994, Decprés et col (6] ont déerit un autoanticorps présent dans
le sérum de 50 % des patients atteints de PR. Cet anticorps réagit avec
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un antigéne {'antigéne Sa) que 'on peut extraire du plocenta ou de la
rate humaine. L'antigéne S0 a pu &tre récemment identifié avee la virmen-
tine citrullinge (7). La vimentine est un constituant majeur des filaments
intermédiaires du cytosguelette des cellules mésangiales (fibroblastes,
chondrocytes, ostéocytes) et des leucocytes. Contrairement a la fila-
grine, la vimentine est largement présente dans la synoviale. Il existe
plusieurs isoformes de la vimentine ainsi que des mutants. Les chercheurs
de la firme gllemande ORGENTEC ant pu isoler récemment une forme
mutante de la vimentine, qui, une fois citrullinge, reagit de fagon speci-
fique avec les anticarps du sérum des malades atteints de PR, 1ls vien-
nent de mettre sur le marché un test ELISA, appelé MOV (Mutated
Citrullinated Vimentin) pour la recherche de ces anticorps.

Une autre protéine citrullinée, particulierement intéressante
puisqu'elle est présente dans la synoviale rhumatoide, est la fibrine.
Les chaines o et [3 de la fibrine sont porteuses d'épitopes citrulli-
nés analogues a ceux partés par la filagrine (). Des anticorps contre
la fibrine et le fibrinogéne désiminés sont retrouvés dans la PR avee,
semble-t-il, la méme fréquence que pour fes autres protéines eitrul-
linées (9). Il n'existe aucun test commercial & I'heure actuelle pour
lo recherche des anticorps anti-fibrine citrullinge.

Il. ANTICORPS ANTI-PEPTIDES CITRULLINES

A partir des informations livrées par I'étude de lo structure antigé-
nique de la filagrine humaine, des paptides ont &té synthetises,
citrullings et cyclisés (4), Un premier peptide, cfel-cye ou CCPI
{eyclic citrullinated peptide 1), o été sélectionné en raison de sa
réactivité élevée avec les anticarps des malodes atteints de PR. Un
test £LISA o été commercialisé sur ce madéle fin 2000 per la firme
hollondaise EURODIAGNOSTICA. 5a sensibilité pour la PR s'est averee
etre de 79 % environ. Des travaux ultérieurs ont conduit @ la prépa-
ration d'outres peptides citrullinés synthétiques. Ces nouveausx
peptides n'ont aucune homologie avec la filogrine ou d'outres pro-
téines connues. s ont été sélectionnés, & partir d'une librairie de
peptides, pour leur réactivité avee le sérum de patients atteints de
PR. Un test de seconde génération appelé anti-CCP? est apparu sur
le marché en mars 2004. Toutes les trousses de réoctifs actuelle-
ment commercialisés pour la recherche des anti-CCP utilisent exac-
tement le méme substrat peptidique CCPZ. Cette nouvelle version
s'est averée plus sensible pour le dingnostic de la PR{10). Un brevet
ayont été dépose pour les peptides CCP] et CCP2, o recherche s'est
orientée vers d'outres peptides synthétiques susceptibles d'en
contaurner les contraintes taut en assurant des performances iden-
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tigues, vaire meilleures. Une troisiéme génération de peptides,
CCP3, vient ainsi de voir e jour : elle est utilisée dans une nouvelle
trousse de réactifs misau point par INOVA (USA).

De nouveaux peptides citrullinés vont certainement faire leur appa-
rition dans un trés proche avenir. Des ehereheurs italiens (11) vien-
nent en effet de montrer que |'une des protéines du virus d’Epstein-
Barr, EBNA 1, contient dans sa région N-terminale (positions 35-58)
une séquence d'acides aminés riche en arginine. Cette séquence o
été synthétisée en substituant les résidus d'arginine par la citrulline,
Le peptide obtenu réagit bien avec les anticorps anti-CCP2. Pour le
moment, il n'existe pos de réactifs commerciaux bases sur I'utilisa-
tion de ce peptide. Des études sont également en cours en Norvége
(12}, orientées vers I'utilisation de télopeptides citrullinés homaolo-
gues du collagéne |l. Ces peptides possedent au niveau de leur extré-
mité C-terminale de nombreux résidus d'arginine qui sont suscepti-
bles d'étre désiminés en résidus citrullines sous I'action de la PAD.
Le tableau | donne un apercu des différents tests commercioux
actuellement disponibles paur la recherche des anticorps anti-pro-
téines/peptides citrulliné(e)s. Ces anticorps constituent @ ce jour
les marqueurs les plus specifiques de la PR mais leur sensibilité ne
dépasse pas celle du facteur rhumatoide (10,13,14). Les meilleures
performances diognostiques sont obtenues en associant la recher-
che de ces deux marqueurs, en sachant bien que chacun d'eux peut
Etre présent en |'absence de Ioutre, Une autre caractéristique
importante de ces anticorps est leur association avec les formes
evolutives séveres de la PR : ils définissent peut-étre une forme
grave de la maladie (15,16,17). Leur association avec le détermi-
nant HLA DR4 doit cussi étre soulignée. Des anticorps anti-protéi-
nes ou peptides citrulling{e)s sont trés rarement rencontrés dons
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d'autres affections que la PR : il s'ogit surtout de spondylarthropo-
thies, du lupus systémique et de lo maladie de Sjogren (3).
Concernant le chaix des méthodes, il nous est appary, a la suite
d'études récentes (o publier), que les anticorps anti-peptides
citrullings CCP2 et CCP3, présentent une sensibilité plus élevée que
les anticorps anti-protéines citrullinées. W
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Lo citrullination des protéines consiste en o transformation, par
un processus de désimination, des résidus orginyl en résidus
‘citrullyl sous I'nction d'une enzyme, la peptidylarginine désimi-
nase (PAD).
La désimination des résidus d'arginine rompt les pants non eova-
lents intramoléculaires et altére profondément la structure ter-
tiaire ainsi que la charge des pratéines,
La citrullination augmente I'affinité des protéines pour les molé-
cules HLA-DR4 et -DR1, dont I'expression est particuliérement
fréquente dans lo PR,
Il existe 5 isoformes de la peptidylarginine désiminase (PAD). Lo
PAD2 est exprimée dans les macrophoges et lo PAD4 dans les gra-
nulocytes des cellules qui s'accumulent dans lo synoviale
-enflammeée. |l en résulte une stimulation de lao citrullination de
certaines protéines présentes dans I'articulation, en particulier
la vimentine et la fibrine. Lo citrullination des protéines n'est
pas spécifique de I PR, mais ¢ n'est que chez les sujets généti-
‘quement prédisposés, HLA-DR4, qu'une réponse auto-immune
‘contre ces protéines se développe.
Pour plus d'informations consulter :
Yamada R; et al : Citrullingted proteins in rheumatoid arthritis,
Front Biosci, 2005;10:54-64.
Figure 1 : Evolution des méthodes de détection des anticorps
anti-protéines/peptides citruiling(e)s




