Conseil scientifique ESPOIR
Compte rendu des remarques formulées lors de la réunion du
26 novembre 2004

I- Discussion genérale sur le fond
La réunion a permis de mettre en lumiére :
1- L’importance a attacher a I’utilisation des données ESPOIR

- La rationalisation des utilisations des aliquots : il faut demander de facon strict le volume
souhaité; pour les sérums, lors de la décongélation, 6 aliquots de 250l seront faits a partir
d’un seul. Cette décongélation unique, faite par le centre de collecte biologique, ne pose pas
de probléme pour la majorité des dosages. Si une technique empéche cette pratique, il faudra
que le centre demandeur le précise.

- Une discussion portant sur la valorisation des échantillons Espoir est nécessaire. Pour cela, J
Benessiano et F Berenbaum prépareront une présentation sur le sujet pour juin 2005.

-La nécessité de I’ajout d’une fiche dans le dossier d’appel d’offre pour justifier I'utilisation
d’Espoir. Un des points soulevés est I’importance, dans les projets soumis, de la justification
de I’utilisation du matériel ESPOIR, du nombre de sujets a inclure, et du type de patients a
inclure (tous les patients a I’inclusion ? les 200 premiers ? les formes les plus typiques de
polyarthrite rhumatoide ?, 50 patients ayant une polyarthrite rhumatoide certaine et 50 non
polyarthrite rhumatoide...). La présentation d’un projet biologique ne peut donc pas se limiter
a la présentation de la méthode biologique.

2-L’importance d’une définition stricte du reviewing des projets soumis

-La nécessité de grilles de lecture des projets, différentes pour les reviewers internes et
externes (& préparer par F Berenbaum et B Combe )

-Deux reviewers extérieurs et un intérieur, ou un reviewer extérieur et deux intérieurs,
semblent souhaitables. Les rewiewers externes jugerait le coté purement scientifique, les
reviewers internes 1’adéquation avec Espoir et I’intérét de donner du matériel Espoir. Une
critiqgue au sein du comité scientifique pourrait étre faite avant avis des reviewers (pour
bonifier le projet) puis apres (pour acceptation ou refus selon leur avis, ce qui a été proposé
par F Berenbaum, mais ne fait pas 'unanimité).

-L’importance du délai laissé aux reviewers pour la lecture et critique des projets (les projets
devront donc étre soumis au moins deux mois avant la date de la réunion du conseil
scientifique).

3-La nécessité d’une définition de ’utilisation de la base de donnée

On convient :

-Qu’il faut faire une charte de bonne utilisation des données lorsque la base (gelée) est prétée
pour une analyse faite indépendamment du centre de coordination.

-Que toutes les données obtenues seront de toutes fagon intégrées dans la base de données par
le centre de coordination par la suite si la saisie et I’analyse n’ont pas été faites par ce dernier.
- Il est convenu que tous les investigateurs retenus pourrons lire les radiographies selon leur
besoin, mais que cette lecture devra en tout cas étre faite a Brest pour éviter les contre-types et
déplacements de radiographies.



- Discussion sur les projets soumis
Les dossiers soumis en clinique et biologie ont été traités séparément en raison des différences
de questions souleveées :

1- Dossiers cliniques

-Pour le dossier de Cédric Lukas, un seul des deux reviewers sollicités a répondu. Le projet ne
demandant aucun autre matériel que celui saisi systématiquement dans la base de donnée, il
ne pose pas de probléme de concurrence dans I’utilisation d’un matériel en quantité limité
comme la biologie. Il n’y a pas de critiques sur la méthodologie autres que celles soulignées
par le reviewer (Cf annexe).

-Pour le dossier de Alain Saraux et Valérie Devauchelle, les principales remarques portent sur
la décision d’utilisation des radiographies par un centre dans le cadre d’un projet. En effet,
une alternative aurait été la lecture de toutes les radiographies par un groupe indépendant
financé par la cohorte. L’inconvénient majeur de cette deuxiéme hypothése est que selon
I’objectif des études, la lecture ne doit pas étre faite de la méme fagon (ordre des
radiographies, lecture couplée ou non...).

L’étude des pieds de la premiére visite sera par principe couplée dés maintenant a celle des
mains et les données saisies seront accessibles ensuite aux autres centres qui les souhaitent.

2-Dossiers biologiques

Les deux dossiers de biologie suivants posent les mémes questions aux membres du conseil
scientifique :

-Ce sont des projets qui portent sur le pronostic alors que nous n’avons que les
données initiales pour 1’instant, et seulement pour certains patients. La réalisation de 1’étude
dans un délai d’un a deux ans parait plus opportune.

- Les deux projets émanent d’équipes qui ont déja fait un travail similaire sur une
cohorte de plus petite taille : est-il pertinent de refaire la méme étude dans ces conditions,
avec un recul insuffisant pour parler de pronostic et a fortiori de diagnostic.

- Aucune explication ne porte sur la méthodologie autre que celle de la technique
biologique, et on ne sait pas comment les auteurs justifient la pertinence de 1’utilisation du
matériel ESPOIR et le nombre de patients a inclure.

Dans le cas du projet de Arnaud Constantin, il semblerait plus logique de faire une étude de
plus grande envergure, tant qu’a utiliser du matériel, en abordant toutes les MMP de fagon
similaireavec intégration obligatoire dans un modele multivarié ; discussion du volume ADN
necessaire.

Pour le projet d’Olivier Vittecocq, la question est de savoir s’il faut faire I’examen seulement
a une partie des patients (intérét pour les études multivariée qui suivront) ou a des sous
groupes sélectionnés (si la réponse a la question est alors plus abordable).et cibler 1’objectif :
diagnostic (si oui sur quelle base), Pronostic (justification) ?

3- Dossiers arrivés apreés la date de soumission

Les projets de J-E Gottenberg et C Miceli-Richard sont parvenus au conseil scientifique bien
apreés la dead-line de soumission et n’ont donc pas été reviewés.



Les critiques formulées sur place rejoignent celles des autres projets biologiques :
- Le premier projet, trés exploratoire, doit justifier de la nécessité d’utiliser la cohorte
et si oui spécifier quels patients de la cohorte doivent en faire 1’objet si seulement une partie

des patients est considéree.
- Le second projet, qui évalue une technique en cours de mise au point doit la aussi
justifier la pertinence de 1’utilisation du matériel ESPOIR et le nombre de patients a inclure.

4-Conclusion

Il est conclu que :
- Les deux dossiers cliniques peuvent étre dés maintenant débutés sous réserve de la
prise en compte des remarques formulées.
- Les dossiers biologiques y compris les deux derniers de Kremlin-Bicétre devront étre
a nouveau soumis aprés modifications selon les remarques sus-citées et celles des
reviewers(cf annexes ).

Alain Saraux, président du CS

Bernard Combe ,secrétaire du CS



I11-  Projets soumis

ESPOIR-SFR

TITRE DU PROJET

Identification par analyse protéomique de nouvelles populations d’autoanticorps pouvant
contribuer a I’élaboration d’algorithmes pronostiques chez les malades atteints de polyarthrite
rhumatoide dans la cohorte ESPOIR.

RESPONSABLE PRINCIPAL DE LA DEMANDE

Nom et adresse professionnelle : VITTECOQ Olivier, service de Rhumatologie, CHU de
Rouen, 76031 Rouen cedex

Téléphone : 0232889019.
Télécopie : 0232889150

Date de naissance : 11/12/67

Statut: O PHU O PH XO PU-PH
O CcCcA
O MCU-PH O Interne
O Autre (précisez) X O Membre S.F.R.
Appartenance administrative du laboratoire demandeur :
O Université XO INSERM O CNRS O Hopital

TITRES ET DIPLOMES HOSPITALO-UNIVERSITAIRES :

1997 : doctorat en médecine ; DES de Rhumatologie

2001 : doctorat de sciences biologiques et médicales

2002 : post-doctorat a I’étranger (Pr GS Panayi, Guy’s hospital, Londres)
2003 : habilitation a diriger les recherches

> aolt 2004 : professeur des universités — praticien hospitalier
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1. RESUME DU PROJET

Titre - Identification par analyse protéomique de nouvelles populations d’autoanticorps
pouvant contribuer a 1’¢laboration d’algorithmes pronostiques chez les malades atteints de
polyarthrite rhumatoide (PR) dans la cohorte ESPOIR.

Etat des connaissances - L'un des enjeux actuels est d'identifier les formes séveres de PR dés le début
de la maladie aux fins d'introduire un traitement de fond puissant, notamment en ayant recours aux
TNF-alpha bloguants qui ont démontré leur capacité a stopper I'évolution de la maladie. Actuellement,
nous disposons de critéres predictifs de la progression de I'atteinte structurale applicables a I'échelon
d'un groupe (< 80% de malades bien classés). Les marqueurs de nature biochimique, immunologique
et génetique dont nous disposons sont insuffisants pour établir des index composites valables a
I’échelon individuel. Par conséquent, la mise en évidence de nouveaux marqueurs prédictifs de la
progression radiologique apparait nécessaire. Les autoanticorps (autoAc) ont une place importante
comme l’atteste la valeur pronostique des facteurs rhumatoides et des anti-CCP. Dans le cadre du
programme ACPRA initié en 1999 dans I'unité Inserm U519, appliqué a la cohorte VErA de
rhumatismes débutants non traités, de recrutement communautaire, nous avons identifié par analyse
protéomique de nouvelles populations d’autoAc reconnaissant divers antigénes (alpha-énolase
humaine, FUSE binding protein 1 et 2,...). D’autres couples autoAc/autoantigénes sont en cours
d’identification. La validation de ces résultats s'avére donc indispensable dans une cohorte ayant des
caracteristiques semblables.

Objectifs — (i) valider dans la cohorte ESPOIR les résultats obtenus jusqu'a présent a partir des
malades de la cohorte VERA et (ii) identifier a partir des sérums des malades de la cohorte ESPOIR
de nouvelles populations d'autoAc avec caractérisation moléculaire de leurs cibles antigéniques.
Patients et méthodes — A partir des 800 malades atteints de PR ou de rhumatisme indifférencié
(possible PR) inclus dans la cohorte ESPOIR, les sérums recueillis a I’inclusion des 400 premiers
malades seront étudiés. Un volume d1,5 ml sera nécessaire a la réalisation des différentes techniques
du projet. Dans un premier temps, les sérums seront testés par une technique d’immunoempreinte
utilisant un nouvel extrait cellulaire (cellules mononucléées de PR). Les différents Western Blots ainsi
obtenus feront 1’objet d’une analyse bioinformatique permettant d’une part I’identification de bandes
polypeptidiques récurrentes correspondant a de nouvelles protéines cibles et d’autre part de mettre en
évidence par une méthode de clustering différents proflis de réactivité caractéristiques de la maladie
(comparativement a des populations témoins déja analysées). Dans un deuxiéme temps, la
caractérisation moléculaire des cibles antigéniques de ces autoAc sera effectuée par une analyse
couplant 1’électrophorése bidimensionnelle et la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Les
protéines d’intérét seront produites sous forme recombinante par le systéme RTS in vitro puis fixées
sur des billes Luminex, technologie permettant le criblage des sérums sur différentes protéines cibles
(12 autoantigenes déja identifiés dans le cadre de la cohorte VErA plus nouveaux autoantigenes issus
du criblage sur cellules mononucléées de PR). Cette derniére étape permettra de valider les résultats
obtenus dans le cadre de la cohorte VErA et de confirmer la réactivité des sérums vis-a-vis des
nouvelles protéines mises en évidence dans le cadre de la cohorte ESPOIR. La valeur pronostique de
ces nouveaux marqueurs sera étudiée ultérieurement, en combinaison avec les autres tests réalisés dans
la cohorte.

Faisabilité - L’équipe 3 de ’unité Inserm 519 a acquis au cours de ces derniéres années une grande
expérience dans I’analyse protéomique. A ce titre, I’'unité dispose de toute l’infrastrucutre et des
moyens humains pour la réalisation de ce travail. En outre, la caractérisation moléculaire des cibles
antigéniques des autoanticorps au cours des maladies autoimmunes constitue le projet de recherche
G4-immunologie, coordonné par le Pr F Tron, impliquant les laboratoires d’ImmunoPathologie de
Lille, Amiens, Rouen et Caen, qui a obtenu un financement a hauteur de 207 000 euros. La durée de
1I’étude sera de 2 ans et le budget prévisionnel (frais de fonctionnement) a été estimé a 50 000 euros.
Résuktats attendus - Ce projet de recherche devrait aboutir a I'identification de nouveaux marqueurs




immunologiques, permettant d'enrichir le panel de marqueurs déja étudiés dans la cohorte ESPOIR et
d'envisager a moyen terme I'élaboration d'algorithmes pronostiques applicables a I'échelon individuel.
De tels algorithmes devraient permettre I'dentification des les premieres semaines d'évolution des
patients a haut risque de développer une forme invalidante avec pour corollaire l'introduction tres
précoce d'une biothérapie.

* avis favorable du CCPPRB : O Non Justifié XO  Obtenu dans le cadre du
projet ESPOIR initial

O Nécessitant un amendement au projet
ESPOIR initial
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3. PROJET DE RECHERCHE DETAILLE :

Joindre en 2 exemplaires sur papier libre (10 pages maximum) un exposé détaillé du projet
de

recherche, en suivant le plan suivant :

1. Titre du projet

Identification par analyse protéomique de nouvelles populations d’autoanticorps pouvant
contribuer a 1’¢laboration d’algorithmes pronostiques chez les malades atteints de polyarthrite
rhumatoide dans la cohorte ESPOIR.

2. Situation du sujet de recherche dans la littérature

La polyarthrite rhumatoide (PR) est un probleme majeur de santé publique en raison de sa
forte prévalence (0,3%), du handicap fonctionnel consécutif aux destructions ostéo-
cartilagineuses et de son cout socio-économique élevé. Il est désormais clairement établi que
l'introduction tres précoce d'un traitement de fond a un impact sur le devenir fonctionnel du
patient. LLa PR est une maladie hétérogene dont 10 a 15% sont des formes séveres caractérisées
par une progression rapide de la destruction articulaire, source de handicap (arrét de I'activité
professionnelle,...) a court terme. L'un des enjeux majeurs est d'identifier ces formes
séveres des le début de la maladie aux fins d'introduire un traitement de fond puissant,
notamment en ayant recours aux TINF-alpha bloquants qui ont démontré leur capacité a stopper
I'évolution de la maladie. Actuellement, nous disposons de criteres prédictifs de la progression
de l'atteinte structurale applicables a 1'échelon d'un groupe (< 80% de malades bien
classés). Ils sont principalement représentés par le positivité des facteurs rhumatoides et des
anticorps anti-CCP, une élévation des parametres biologiques de l'inflaimmation et l'existence
d'une atteinte structurale au début de la maladie (1,2). Par conséquent, la mise en évidence de
nouveaux marqueurs prédictifs de la progression radiologique apparait nécessaire.

De nombreux marqueurs de nature biochimique, génétique et immunologique sont des
candidats potentiels. Parmi les marqueurs immunologiques, les autoanticorps (autoAc) ont une
place importante comme l'atteste la valeur pronostique des facteurs rhumatoides et des anti-CCP.
D'autres populations d'autoAc sont associées a la PR comme les anti-Sa, les anti-calpastatine, les
anti-glucose-6-phosphate isomérase mais leur intérét pronostique semble limité. En 1999, I'unité
Inserm 519, a l'initiative du Pr Francois Tron, a mis en place un programme baptisé "ACPRA"
(Autoantigen Characterization by Proteomic and Recombinant Analysis) d'identification
de nouveaux couples autoantigénes/autoanticorps par criblage de banques d'expression et par
analyse protéomique. A partir des sérums des 336 malades atteints d'arthrite débutante, non
traitée, inclus dans la cohorte VErA dont la mise en place a été initiée en 1998 par le Pr Xavier Le
Loét, nous avons identiifé 2 protéines d'intérét, la partie N-terminale de la calpastatine et 1'alpha-
énolase humaine (3,4). En outre, nous avons testé par une technique d'immunoempreinte
utilisant différents extraits antigéniques les sérums des malades issus de la cohorte et avons
répertorié différentes bandes polypeptidiques récurrentes dont les masses moléculaires ne
correspondent pas a des antigenes déja identifiés. La nature moléculaire de 12 d'entre elles a été
identifiée par électrophorese bidimensionnelle couplée a la spectrométrie de masse. 11 s'agit, entre
autres, des FUSE binding protein 1 et 2 et de la protéine STI1 (5). La production des protéines
recombinantes est actuellement en cours avec pour corollaire la mise au point de tests ELISA
et/ou de tests multiparamétriques utilisant la technologie Luminex, permettant 1'étude de la
signification clinique des autoAc reconnaissant ces cibles antigéniques dans différentes
populations de malades atteints de rthumatismes débutants. Ainsi, cette approche par analyse




protéomique apparait pertinente pour l'identification de nouveaux marqueurs immunologiques

3. But de la recherche

Les objectifs du projet de recherche sont d'une part de valider dans la cohorte ESPOIR
les résultats obtenus jusqu'a présent a partir des malades de la cohorte VErA et dautre
part, d'identifier a partir des sérums des malades de la cohorte ESPOIR de nouvelles
populations d'autoAc avec caractérisation moléculaire de leurs cibles antigéniques

4. Patients et Méthodes

Patients

Huit cents malades, atteints de PR ou de rhumatisme inclasseé pouvant devenir une PR,
évoluant depuis moins de 6 mois et n'ayant jamais recu de traitement de fond ou de
corticothérapie, auront été inclus a la fin de lI'année 2004. dans la cohorte ESPOIR grace au
concours de 14 centres hospitaliers et des rhumatologues libéraux. Les malades sont suivis
tous les 6 mois pendant 2 ans puis annuellement. Chaque visite comporte une évaluation
clinique (données saisies et transmises au centre coordinateur de Montpellier), la réalisation
de radiographies standard des mains et des pieds (Centre de collecte a Brest), le recueil de
matériel biologique (sérum, urine, ADN sanguin, si possible liquide et/ou tissu synovial)
stocké au Centre de Ressources Biologiques de 1'HOpital Bichat. L’étude a €¢ approuvée par
le CPP de Montpellier. Les malades ont été informés de la nature et des objectifs de 1’étude et
ont donné leur consentement écrit (6).

La préesente étude portera sur le séerum prélevé lors de la visite d'inclusion chez les
400 premiers malades inclus dans la cohorte

Méthodologie biologique

Jusqu'a présent, les sérums de la cohorte VerA ont été criblés sur différents extraits
protéiques provenant de la lignée pro-myélocytaire HL60, des cellules Raji et de la lignée
Jurkat. Quant aux 400 sérums de la cohorte ESPOIR, ils seront analysés par une technique
d'immunoempreinte utilisant un nouveau substrat antigénique (cellules mononucléées du
sang peériphérique provenant de PR). Aprés extraction par des solvants organiques, les
protéines cellulaires sont soumises a une électrophorese monodimensionnelle permettant leur
séparation selon la masse moléculaire puis transférées sur une membrane de nitrocellulose sur
laquelle seront criblés les serums. A l'aide du logiciel ImageMaster (TotalLab) qui analyse les
différents profils électrophorétiques, les sérums révelant un profil de bandes
polypeptidiques récurrentes seront sélectionnés pour une analyse sur des cartes
protéiques obtenus aprés électrophorése bidimensionnelle qui combine 2 modes de
séparation des protéines, selon leur point isoélectrique et leur masse. Comme précédemment,
les protéines séparées en gel 2D, sont transférees sur une membrane de nitrocellulose pour
étre révélées par les serums sélectionnés. Les taches protéiques du gel 2D reconnues par les
sérums et correspondant aux bandes récurrentes mises en évidence par électrophorése 1D,
.sont excisees a l'aide d'un appareil d'excision Eltan Spot Picker (Amersham Biosciences)
sous contrble informatique, puis digérées par la trypsine. Les échantillons protéiques ainsi
obtenus sont analysés par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Il en découle un
spectre composé de pics représentant les fragments ionisés de la protéine et dont I'analyse par
des logiciels (MS-Fit, Peptldent) permet l'identification de la protéine.

Les protéines ainsi identifiées seront produites sous forme recombinante en utilisant le
systeme RTS in vitro puis fixées sur des billes Luminex (Bio-Plex system, Bio-Rad). La
technologie Luminex permettra le criblage des 400 sérums sur plusieurs protéines en
utilisant un seul test selon une approche multiparamétrique. Cette étape permettra d'une part




de valider les résultats obtenus a partir de la cohorte VErA (12 nouvelles cibles antigéniques)
et d'autre part de confirmer la réactivité des sérums mise en évidence par immunoempreinte
sur cellules mononucléées de PR.

Analyse biostatistique

Les sérums de la cohorte ESPOIR seront étudiés par une technique d’immunoempreinte afin
de détecter de nouvelles populations d’autoAc. L’étude portera, non seulement sur
I’identification de nouvelles populations d’autoAc considérées isolément, mais aussi et surtout
sur la mise en évidence de profils de réactivité caractéristiques de la maladie. Cette approche
multiparamétrique, utilisant une méthodologie de type clustering, sera mise en place dans le
cadre du projet que nous avons soumis dans le cadre du programme PRO-A de I’Inserm et qui
a été sélectionné pour financement (Coordinateur : O. Vittecoq). Par conséquent, elle pourra
donc étre appliquée a court terme a la cohorte Espoir. Ce travail sera réalisé par Romain
Daveau, titulaire d’un DESS de bio-informatique, et actuellement en thése de sciences
(directeur de these : O. Vittecoq)

5. Faisabilité de I’étude

L’équipe 3 de I'unité Inserm 519, dans laquelle s’intégrent les activités de recherche de
Daniéle Gilbert (Chargée de recherche Inserm), de Roland Charlionet (Chargé de recherche
Inserm), d’Olivier Vittecoq (PU-PH), de Xavier Le Loét (PU-PH) er de Francois Tron (PU-
PH, directeur de ’unité 519), a acquis au cours de ces dernicres années une grande expérience
dans I’analyse protéomique. A ce titre, 1’unité dispose de toute I’infrastrucutre (Cf
méthodologie biologique) et des moyens humains (2 thésards en science : Vincent Goeb, DES
de Rhumatologie et Romain Daveau ; 1 technicienne de recherche ; Marléne thomas) pour la
réalisation de ce travail. En outre, la caractérisation moléculaire des cibles antigéniques des
autoanticorps au cours des maladies autoimmunes constitue le projet de recherche G4-
immunologie, coordonné par le Pr F Tron, impliquant les laboratoires d’ImmunoPathologie de
Lille, Amiens, Rouen et Caen, qui a obtenu un financement a hauteur de 207 000 euros.

6. Conséquences attendues

Ce projet de recherche devrait aboutir a [lidentification de nouveaux marqueurs
immunologiques, permettant d'enrichir le panel de marqueurs déja étudiés dans la cohorte
ESPOIR et denvisager a moyen terme I'élaboration d'algorithmes pronostiques applicables a
I'échelon individuel. De tels algorithmes devraient permettre I'dentification dés les premieres
semaines d'évolution des patients a haut risque de développer une forme invalidante avec pour
corollaire l'introduction trés précoce d'une biothérapie.

7. Calendrier de réalisation
La durée du projet sera de 2 ans (années 2005 et 2006).

8. Références
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Roéle du demandeur et de ses collaborateurs pour le projet(préciser la fontion de chacun

):

Olivier Vittecoq - Coordination du projet ; Encadrement des théses de sciences de Romain
Daveau et Vincent Goeb.

Daniéle Gilbert - Encadrement des théses de sciences de Romain Daveau et Vincent Goeb ;
Prise en charge de la production des protéines recombinantes par le systeme RTS.

Roland Charlionet — Prise en charge de 1’analyse par spectrométrie de masse

Vincent Goeb — Prise en charge des techniques d’electrophorése monodimensionnelle et de
criblage des sérums sur le systéme Bio-Plex

Roamin Daveau — Prise en charge de I’analyse bio-informatique des immunoempreintes
mono- et bi-dimensionnelle.

Marléne Thomas — Prise en charge des techniques d’électrophorése mono- et bi-
dimensionnelle.




Collaborations (indiquer précisément pour chacun) : Néant

Nom :

Intitulé et adresse du service ou du laboratoire

Role dans le projet :
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BUDGET PREVISIONNEL DU PROJET DE RECHERCHE

1. Somme totale : 87 500 euros durée prévue de I'étude (ans) : 2 ans......

- achat de matériel

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

........................... 50 000 euroS.....ccceeveviiceninnnns
- Salaire / bourse :
.............................. 37 500 euros
2. Organisme déja sollicité et sommes obtenues 3. Organismes déja sollicités et
sommes attendues

G4-immunologie = 207 000 euros - Néant

PRO-A Inserm = 75 000 euros
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MATERIEL ESPOIR demandé :

(préciser s’il s’agit de données démographiques ,clinico- biologiques, ou autres recueillis
dans le cadre de la cohorte ou de matériel biologique de la biotheque ; préciser le
nombre de patients ou de préléevements intéressés par la demande et en cas de matériel
biologique le volume demande)

- Matériel de la biotheque = sérums des 400 premiers malades inclus ; a terme,
validation des résultats sur les sérums des 400 derniers malades de la cohorte ;
volume demandé = 1,5 ml.

- acces aux données démographiques et clinico-biologiques de la base.

- aterme, acces aux résultats des analyses radiographiques (progresseurs versus non-
progresseurs)

Je soussigné(e), ...... VITTECOQ Olivier.........cccovvviniennnnn.. m'engage :

-A accepter de passer une convention avec le comité de pilotage de la Cohorte ESPOIR

-A faire figurer le nom d’« ESPOIR » dans le titre ou sous-titre des futures publications ainsi que les
noms en tant que co-auteurs de 2 des membres* de la cohorte ESPOIR (dont 1 membre du comité de
pilotage).

-A adresser toute publication 10 jours avant soumission au comité de pilotage de la Cohorte
ESPOIR

*responsable d’un centre clinique ou membre du comité de pilotage




Nom du demandeur :

VITTECOQ Olivier

Signature :




ESPOIR-SFR

TITRE DU PROJET

Etude d’association entre des polymorphismes de génes de métalloprotéases
matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire
debutant.

RESPONSABLE PRINCIPAL DE LA DEMANDE

Nom et adresse professionnelle : Arnaud CONSTANTIN, Service de Rhumatologie,
CHU de Rangueil, 1 avenue Jean Poulhes 31059 Toulouse Cedex 9.

Fixe : 0561322721, Portable : 0666218725, Télécopie : 0561322934, Email :
constant@cict.fr

Date de naissance : 17/07/66

Statut : X/ PHU O PH O PU-PH
O CCA
O MCU-PH O Interne
O Autre (précisez) X| Membre S.F.R.
Appartenance administrative du laboratoire demandeur :
Université INSERM O CNRS O Hopital

TITRES ET DIPLOMES HOSPITALO-UNIVERSITAIRES :

Titres

> Interne des Hopitaux de Toulouse (11/91-10/97)

» Chef de Clinique des Universités - Assistant des Hopitaux de Toulouse. Service de
Rhumatologie, CHU Rangueil (11/97-10/99, 11/00-10/02

> Praticien Hospitalier Universitaire. Service de Rhumatologie, CHU Rangueil (05/03-
05/07)

Diplomes

> Docteur en Médecine. Université Paul Sabatier Toulouse 111, 22/10/97.

> Diplome d’Etudes Spécialisées de Rhumatologie. Université Paul Sabatier Toulouse I11,
03/11/97.

> Maitrise de Sciences Biologiques et Médicales. Université Paul Sabatier Toulouse I,
Juillet 95. Certificat d'Immunologie (93-94), Certificat de Biochimie Spécialisée (94-95).
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> DEA Biologie Ostéoarticulaire, Biomécanique et Biomatériaux. Université Denis
Diderot Paris 7, année universitaire 95-96.

> Doctorat de I’Université Toulouse III en Immunopathologie et Immunogénétique
Humaines. Université Paul Sabatier Toulouse 111, 06/12/02.

» DU de Pédagogie Médicale et de Santé. Université Paul Sabatier Toulouse 111 (02-03).

Activités de recherche

» Année recherche, INSERM U563 (ex U395) Toulouse (11/95-10/96)

> Poste d’Accueil, INSERM U558 (ex U518) Toulouse (12/99-11/01)

> Au profil de 'unité INSERM U558 (12/01-12/03)

> Contrat d’Interface INSERM U558 (01/04-12/08)




SECTION 2

1. RESUME DU PROJET
Titre - Etude d’association entre des polymorphismes de génes de métalloprotéases
matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire débutant.

Etat des connaissances - Le concept de rhumatisme inflammatoire persistant et érosif se
développe actuellement dans le milieu rhumatologique et constitue une alternative
intéressante au concept de polyarthrite rhumatoide. La mise en évidence de marqueurs
associés au caractére érosif et persistant d’un rhumatisme inflammatoire débutant apparait
essentielle afin de pouvoir évaluer les stratégies thérapeutiques les plus agressives dans ce
sous-groupe de malades.

Objectif - Tester I’hypothése d’une association entre des polymorphismes de génes de
métalloprotéases matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme
inflammatoire débutant chez les malades inclus dans la cohorte ESPOIR.

Patients et méthodes

A partir des données recueillies a 1’occasion de la visite a 1 an, les malades inclus dans
la cohorte ESPOIR seront répartis en 2 groupes : le groupe des cas étant constitué des malades
présentant un rhumatisme inflammatoire persistant (nombre d’articulations gonflées > 1 sur
44 articulations évaluées) et érosif (score de Sharp érosion modifié par van der Heijde > 1) a 1
an ; le groupe des contrdles étant constitué des malades ne combinant pas ces 2 critéres a 1 an.

Le génotypage des polymorphismes 1G/2G du promoteur de la MMP-1 et 5A/6A du
promoteur de la MMP-3 seront réalisés a partir de I’ADN génomique des malades de la
cohorte ESPOIR selon une méthode de PCR fluorescente.

L’hypothése d’une association entre les polymorphismes étudiés et le caractere
persistant et érosif @ 1 an du rhumatisme inflammatoire sera testée en comparant les
fréquences alléliques et les fréquences génotypiques des marqueurs génétiques étudiés entre le
groupe des cas et le groupe des contrdles (test du Chi-2, calcul des odds ratios et des
intervalles de confiance a 95%). Le ou les polymorphismes éventuellement associés au
caractére persistant et érosif seront intégrés dans une analyse en régression logistique prenant
en compte les autres parameétres cliniques, biologiques, radiographiques et immunologiques
associés, afin de développer un mod¢le prédictif du caracteére persistant et érosif a 1 an d’un
rhumatisme inflammatoire debutant.

Faisabilit¢ — Le Groupe de Recherche Clinique et Bioclinique Arthrite et Rémission
(Université Paul Sabatier — Toulouse IIT) et I’équipe 4 de I'INSERM U558 (Toulouse)
posseédent I’expertise nécessaire dans le typage de polymorphismes de génes candidats et dans
I’analyse biostatistique des données génétiques en pathologie humaine.

Résultats attendus - La mise en évidence d’une association entre des polymorphismes de
génes de métalloprotéases matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an améliorerait
nos capacités pronostiques devant un rhumatisme inflammatoire débutant.

* avis favorable du CCPPRB : O Non Justifié Obtenu dans le cadre du
projet ESPOIR initial

O Nécessitant un amendement au projet
ESPOIR initial







SECTION 3

3. PROJET DE RECHERCHE DETAILLE :

Joindre en 2 exemplaires sur papier libre (10 pages maximum) un exposé détaillé du projet
de

recherche, en suivant le plan suivant :

1. Titre du projet
Etude d’association entre des polymorphismes de génes de métalloprotéases matricielles
et le caractere persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire débutant.

2. Etat des connaissances

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie ubiquitaire fréquente. Son étiologie est
inconnue a ce jour. Sa physiopathologie fait intervenir des facteurs génétiques et
environnementaux (1). Elle se caractérise par une inflammation de la membrane synoviale qui
aboutit a des dommages structuraux articulaires, source d’incapacité fonctionnelle.
L’hétérogénéité phénotypique de la maladie et de son évolution se traduit par la coexistence
de formes dites bénignes et de formes dites séveres, ces derniéres étant caractérisées par
I’apparition précoce, puis la progression rapide, des dommages structuraux. De nouvelles
stratégies thérapeutiques ont emerge au cours de ces dernieres années. Elles reposent sur
I’introduction plus précoce de traitements de fond plus actifs chez des malades atteints de
formes débutantes de PR. Elles visent non seulement a supprimer I’inflammation articulaire a
court terme, mais surtout a prévenir ou a ralentir la progression des dommages structuraux a
moyen ou long terme. Les stratégies thérapeutiques les plus agressives utilisent en induction
des combinaisons de traitements de fond, de corticothérapie générale et d’agents biologiques.
Leur plus grande efficacité est contrebalancée par un risque iatrogéne et par un colt financier
plus élevés (2).

Le concept de rhumatisme inflammatoire persistant et érosif se développe actuellement
dans le milieu rhumatologique et constitue une alternative intéressante au concept de
polyarthrite rhumatoide. La mise en évidence de marqueurs associés au caractére érosif et
persistant d’un rhumatisme inflammatoire débutant apparait essentielle afin de pouvoir
évaluer les stratégies thérapeutiques les plus agressives dans ce sous-groupe de malades. Des
modeles prédictifs du caractere persistant et érosif d’un rhumatisme inflammatoire débutant
ont récemment été proposes. lls reposent essentiellement sur la combinaison de marqueurs
cliniques, immunologiques et radiographiques. L’intégration de marqueurs génétiques,
indépendamment associés au caractere érosif et persistant d’un rhumatisme inflammatoire
améliorerait les performances de ces modeéles (3).

Les alleles du locus HLA-DRBI1 codant 1’épitope partagé constituent a ce jour les
marqueurs génétiques dont I’association avec la susceptibilité et la sevérité de la PR est la
mieux documentée (4). D’autres marqueurs génétiques, tels que des polymorphismes localisés
sur des genes de métalloprotéases matricielles constituent des candidats intéressants. Une
association entre un polymorphisme du géne codant la MMP-3 (stomélysine-1) et la sevérité
structurale de la PR a été rapportée dans deux études indépendantes (5, 6). La recherche d’une
association entre un polymorphisme du géne de la MMP-1 (collagénase-1) et la sévérité
structurale de la PR a donné lieu a des résultats discordants (7-8). Aucun de ces
polymorphismes de geénes de métalloprotéases matricielles n’a été évalué en tant que
marqueur potentiellement associ€¢ au caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme
inflammatoire débutant.




3. Objectif de la recherche

Tester 1’hypothése d’une association entre des polymorphismes de geénes de
métalloprotéases matricielles et le caractére persistant et érosif @ 1 an d’un rhumatisme
inflammatoire débutant chez les malades inclus dans la cohorte ESPOIR.

4. Patients et Méthodes

Patients

Huit cents malades atteints d’un rhumatisme inflammatoire débutant, potentiellement
persistant et érosif, évoluant depuis moins de 6 mois, n‘ayant pas recu de traitement de fond
ou de corticothérapie générale pendant plus de 2 semaines, auront été inclus fin 2004 dans la
cohorte ESPOIR (9).

Ces malades bénéficient d’un suivi longitudinal prospectif, sur un rythme semestriel
pendant 2 ans, puis sur un rythme annuel. La visite d’inclusion puis chaque visite de suivi
comportent une évaluation clinique, biologique, immunologique et structurale avec des
radiographies des mains et des pieds, ainsi qu’une collecte de matériel biologique (sérum,
urine, AD et dans la mesure du possible liquide et/ou tissu synovial).

Les malades ont été¢ informés de la nature et des objectifs de I’étude et ont donné leur
consentement éecrit. Cette étude a été approuvée par un CCPPRB.

Génotypage des polymorphismes des génes de la MMP-1 et MMP-3

Le génotypage du polymorphisme 1G/2G du promoteur de la MMP-1 sera réalisé a partir
de ’ADN génomique des malades de la cohorte ESPOIR, par le Groupe de Recherche
Clinique et Bioclinique Arthrite et Rémission (dirigé par le Professeur Alain Cantagrel), au
sein de I’Equipe d’Accueil 2405 de I’Université Paul Sabatier (dirigée par M. Bernard Pipy,
DR INSERM), localise au CHU de Rangueil a Toulouse, selon une méthode de PCR
fluorescente (7).

Le génotypage du polymorphisme 5A/6A du promoteur de la MMP-3 sera réalisé a partir
de ’ADN génomique des malades de la cohorte ESPOIR, par le Groupe de Recherche
Clinique et Bioclinique Arthrite et Rémission, selon la méme méthode (5).

Analyses biostatistiques

A partir des données recueillies a ’occasion de la visite a 1 an, les malades inclus dans
la cohorte ESPOIR seront répartis en 2 groupes : le groupe des cas étant constitué des malades
présentant un rhumatisme inflammatoire persistant (nombre d’articulations gonflées > 1 sur
44 articulations évaluées) et érosif (score de Sharp érosion modifié par van der Heijde > 1) a 1
an et le groupe des controles étant constitué des malades ne combinant pas ces 2 critéres a 1
an.

Analyse univariée.
L’hypothese d’une association entre le polymorphisme 1G/2G du promoteur de la MMP-1 et
le caractere persistant et erosif a 1 an du rhumatisme inflammatoire sera testée en comparant
les fréquences alléliques (alleles 1G et 2G) et les fréguences génotypiques (génotypes 1G1G,
1G2G et 2G2G) entre le groupe des cas et le groupe des controles. L’hypotheése d’une
association entre le polymorphisme 5A/ 6A du promoteur de la MMP-3 et le caractere
persistant et érosif & 1 an du rhumatisme inflammatoire sera testée en comparant les
fréquences alléliques (alléles 5A et 6A) et les fréquences génotypiques (génotypes 5A/5A,
5A/6A et 6A/6A) entre le groupe des cas et le groupe des contrdles (test du Chi-2, calcul des
odds ratios [OR] et des intervalles de confiance a 95% [IC 95%]).

Analyse multivariée.
En cas d’association d’un ou des ces 2 polymorphismes avec le caractére persistant et érosif a




1 an du rhumatisme inflammatoire, le ou les polymorphismes associés seront intégrés dans
une analyse en régression logistique, prenant en compte les autres parametres cliniques,
biologiques, radiographiques et immunologiques associés, afin de développer un modele
prédictif du caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire.

Les analyses biostatistiques seront réalisées a 'INSERM U558, au sein de I’équipe 4
(dirigée par le Docteur Anne Cambon-Thomsen, DR CNRS), en utilisant le logiciel
d’analyses statistiques Stata statistical software (release 6.0. College Station [TX] : Stata
Corporation ; 1999).

5. Faisabilité de 1’étude

L’accés a la base de données démographiques, clinico-biologiques et radiologiques des
malades inclus dans la cohorte ESPOIR, ainsi que I’envoi d’échantillons d’ADN (5 ug
d’ADN par patient, dissous dans du TE 1X pHS8 a une concentration proche de 50 ng/ul, soit
un volume final de 100 pl) issus de la biotheque constituée chez les malades inclus dans la
cohorte ESPOIR rendront ce projet faisable.

Le Groupe de Recherche Clinique et Bioclinique Arthrite et Rémission possede
I’expertise dans le domaine du génotypage des polymorphismes des génes de la MMP-1 et de
la MMP-3 en PCR fluorescente, comme cela a déja été fait pour les malades de la cohorte
Rangueil Midi-Pyrénées (5, 7). Les échantillons d’ADN issus de la biothéque de la cohorte
ESPOIR seront stockés au sein su laboratoire de I’Equipe d’Accueil 2405 de 1’Université Paul
Sabatier, localisé au CHU de Rangueil a Toulouse.

L’équipe 4 de PINSERM U558 possede 1’expertise dans ’analyse biostatistique des
données génétiques en pathologie humaine (5, 7).

6. Résultats attendus

La mise en évidence d’une association entre des polymorphismes de geénes de
métalloprotéases matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme
inflammatoire débutant améliorerait nos capacités pronostiques devant un rhumatisme
inflammatoire débutant. Ces polymorphismes pourraient étre combinés a d’autres marqueurs
génétiques et non génétiques associés au caractére persistant et érosif, afin d’inclure des
groupes homogeénes de patients dans des essais de stratégies thérapeutiques.

7. Calendrier de réalisation
Ce projet sera réalisé dans un délai de 1 an a compter de la mise a disposition de la base de
données démographiques, clinico-biologiques et radiographiques des malades inclus dans la
cohorte ESPOIR, ainsi que de la réception des échantillons d’ADN.

8. Références
1- Seldin MF, Amos CI, Ward R, Gregersen PK. The genetics revolution and the assault on
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 1999;42:1071-9.

2- O'Dell JR. Treating rheumatoid arthritis early: a window of opportunity ? Arthritis Rheum
2002;46:283-5.

3- Visser H, le Cessie S, Vos K, Breedveld FC, Hazes JM. How to diagnose rheumatoid
arthritis early: a prediction model for persistent (erosive) arthritis. Arthritis Rheum
2002;46:357-65.

4- Newton JL, Harney SM, Wordsworth BP, Brown MA. A review of the MHC genetics of
rheumatoid arthritis. Genes Immun 2004;5:151-7.




5- Constantin A, Lauwers-Cances V, Navaux F, Abbal M, van Meerwijk J, Mazieres B,
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DRBL1 gene polymorphisms: Association with severity and progression of rheumatoid arthritis
in a prospective study. Arthritis Rheum 2002;46:1754-62.
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polymorphisms in rheumatoid arthritis: a prospective longitudinal study. J Rheumatol
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SECTION 4

R6le du demandeur et de ses collaborateurs pour le projet (préciser la fontion de
chacun) :

Bénédicte Jamard (MD), Alain Cantagrel (MD), Bernard Maziéres (MD) et Arnaud
Constantin (MD, PhD) : inclusion et suivi des patients de la cohorte ESPOIR, Service de
Rhumatologie, CHU Rangueil, Toulouse.

Véronique Galéra (Assistant Ingénieur), Alain Cantagrel (MD) et Arnaud Constantin
(MD, PhD) : génotypage des polymorphismes des génes de métalloprotéases et conservation
des échantillons d’ADN, GRCB Arthrite et Rémission, EA 2405, Université Paul Sabatier —
Toulouse Il1.

Anne Cambon-Thomsen et Arnaud Constantin : analyses biostatistiques, INSERM U558,
Toulouse.

Collaborations (indiquer précisément pour chacun) : Non.
Nom :

Intitulé et adresse du service ou du laboratoire

Réle dans le projet :




SECTION 5

PUBLICATIONS

Principales publications du demandeur (5)
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de Préval C, Cantagrel A. Antiinflammatory and immunoregulatory action of
methotrexate in the treatment of rheumatoid arthritis : evidence of increased interleukin-4
and interleukin-10 gene expression demonstrated in vitro by competitive reverse
transcriptase-polymerase chain reaction. Arthritis Rheum 1998;41:48-57.

Constantin A, Navaux F, Lauwers-Cances V, Abbal M, van Meerwijk JPM, Mazieres B,
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SECTION 6

BUDGET PREVISIONNEL DU PROJET DE RECHERCHE

1. Somme totale : 14494,78 €
Durée prévue de I'étude (ans) : 1 an

- Achat de matériel : 0 €
Non.

- Frais de fonctionnement : 1600 €

Produits nécessaires a la PCR, au marquage fluorescent des produits amplifiés, a la
réalisation des gels de polyacrylamide et coiit de ’utilisation du séquenceur :

800 échantillons pour le polymorphisme MMP-1.

800 échantillons pour le polymorphisme MMP-3.

1 € par échantillon.

1600 * 1 € =1600 €

- Salaire / bourse : 12894,78 €

Emploi d’un assistant ingénieur (Mlle Véronique Galéra) pour une durée de 6
mois :

2149,13 € par mois * 6 mois = 12894,78 €

2. Organisme déja sollicité et sommes obtenues
Association Midi-Pyrénées Santé
Somme obtenue : 5000 €

3. Organismes déja sollicités et sommes attendues
Appel d’offre local de la Délégation Régionale de la Recherche Clinique des Hopitaux de
Toulouse

Somme attendue : 10000 €




SECTION 7

MATERIEL ESPOIR demandé :

(préciser s’il s’agit de données démographiques ,clinico- biologiques, ou autres recueillis
dans le cadre de la cohorte ou de matériel biologique de la biotheque ; préciser le
nombre de patients ou de prélevements intéressés par la demande et en cas de matériel
biologique le volume demandé)

- Donneées démographiques, clinico-biologiques et radiographiques :
Acces a la base de données démographiques, clinico-biologiques et radiographiques des
malades inclus dans la cohorte ESPOIR.

- Matériel biologique :

Echantillons d’ADN (5 pg d’ADN par patient, dissous dans du TE 1X pH8 a une
concentration proche de 50 ng/ul, soit un volume final de 100 pl) issus de la biothéque
constituée a partir des malades inclus dans la cohorte ESPOIR.

Je soussigné(e), Arnaud CONSTANTIN, m'engage :

-A accepter de passer une convention avec le comité de pilotage de la Cohorte ESPOIR

-A faire figurer le nom d’« ESPOIR » dans le titre ou sous-titre des futures publications ainsi que les
noms en tant que co-auteurs de 2 des membres* de la cohorte ESPOIR (dont 1 membre du comité de
pilotage).

-A adresser toute publication 10 jours avant soumission au comité de pilotage de la Cohorte
ESPOIR

*responsable d’un centre clinique ou membre du comité de pilotage

Nom du demandeur : Arnaud CONSTANTIN

Signature : Arnaud CONSTANTIN




ESPOIR SFR

TITRE DU PROJET

Utilité de la radiographie des avant pieds de ¥ pour la détection des érosions des rhumatismes

inflammatoires débutants.

RESPONSABLE PRINCIPAL DE LA DEMANDE

Nom et adresse professionnelle : Pr Alain Saraux, Service de rhumatologie, CHU de la
Cavale Blanche, 29609 Brest Cedex

Téléphone : 02 98 34 72 67

Télécopie : 02 98 49 36 27

Date de naissance : .10../..10../..1962..

Statut : PU-PH

Appartenance administrative du laboratoire demandeur :
(Université (INSERM  (CNRS

TITRES ET DIPLOMES HOSPITALO-UNIVERSITAIRES

-Docteur en médecine, Rhumatologue: These médecine BREST, avril 1992
-Maitrise de Sciences: BREST, juin 1993

-Habilitation a diriger la recherche: BREST, décembre 1998

-Doctorat d’université: BREST, 2 avril 1999
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2. RESUME DU PROJET

Les radiographies des mains et des pieds font généralement partie du bilan initial réalisé
devant un rhumatisme inflammatoire débutant. Elles servent essentiellement a classer les
polyarthrites en « érosive » ou « non érosive », la notion d’érosion étant fortement associée au
diagnostic de polyarthrite rhumatoide. Leur apport a la fois diagnostic et pronostic a la phase
initiale de la maladie est maintenant relativement bien établi. Néanmoins, 1’utilité de faire des
radiographie des pieds en plus de celle des mains, et a fortiori des pieds de % en plus de celle
des pieds de face reste débattue. En effet, si plusieurs auteurs ont souligné la probable utilité
de ces trois clichés combinés, aucune étude ne I’a démontrée.

L’objectif principal de notre travail est d’étudier I’apport de la radiographie des avant pieds de
% dans cette indication.

Pour répondre a ces objectifs, nous proposons de calculer, au sein d’une population de
rhumatismes inflammatoires débutants correspondant a une polyarthrite rhumatoide ou a 1’'un
de ses diagnostics différentiels, la proportion de patients ayant une érosion radiologique au
niveau des avant pieds définie par 2 méthodes distinctes : présence d’érosion, lecture selon la
méthode de Sharp modifiée par van der Heijde.

Si on démontre un gain de détection des érosions grace au cliché de %, celui ci pourra étre
adjoint & une nouvelle définition des critéres radiographiques de définition de la présence
d’érosion au cours des rhumatismes débutants. Cette nouvelle définition pourra ensuite étre

testée en tant qu’outil diagnostic et pronostic au sein de la cohorte.

Avis favorable du CCPPRB : Obtenu dans le cadre du projet Espoir initial
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3. PROJET DE RECHERCHE DETAILLE

e Titre du Projet

Utilité de la radiographie des avant pieds de ¥ pour la détection des érosions des rhumatismes

inflammatoires débutants.

» Responsable de la demande

Alain Saraux (service de rhumatologie, CHU de Brest)

« Collaborateurs du projet

Valérie Devauchelle (service de rhumatologie, CHU de Brest)

Isabelle Samjee (service de rhumatologie, CHU de Brest)

* But de la recherche

L’objectif principal de notre travail est d’étudier 1’utilité de la radiographie des avant pieds de
%, pour détecter des érosions des avant pieds.

Les objectifs secondaires sont les suivants :

- Etude de I'utilité de ce cliché de % selon la présence de signes cliniques d’atteintes des
avant-pieds.

-Etude de I'utilit¢ de ce cliché de % selon la certitude du clinicien dans le diagnostic de
polyarthrite rhumatoide et selon la présence des critetres ACR 1987 de polyarthrite
rhumatoide.

- Afin d’évaluer I’apport de 1’échographie et de I’IRM des avant pieds dans les rhumatismes
débutants, nous comparerons nos résultats a ceux obtenus au moyen de ces examens dans le

sous-groupe qui en aura bénéficié.



En outre, 1’analyse des résultats en terme de sensibilité et spécificité pour le diagnostic de
rhumatisme érosif et pour le diagnostic de polyarthrite rhumatoide sera réalisée dans un

second temps apres un recul d’au moins de deux ans.

« Situation du sujet de recherche dans la littérature

Actuellement, les criteres de classification de polyarthrite rhumatoide acceptés par tous sont
ceux de I’ACR 1987 qui définissent D’atteinte radiologique par la présence « sur des
radiographies de mains et de poignets en incidence postéro-antérieure, d’érosions typiques ou
d’une déminéralisation localisée ou a proximité des articulations détruites (les lésions
d’arthrose n’étant pas prises en compte) » (1), la déminéralisation devant étre « sans
équivoque ». A ces radiographies des mains sont le plus souvent ajoutés des clichés des avant-
pieds de face, permettant d'augmenter la sensibilité de ce critere. Les radiographies servent en
outre & classer les polyarthrites en « érosive » ou « non érosive », la notion d’érosion étant
fortement associée au diagnostic de polyarthrite rhumatoide. Leur apport a la fois diagnostic
et pronostic a la phase initiale de la maladie est maintenant relativement bien établi.
Néanmoins, 1’utilité de faire des radiographie des pieds en plus de celle des mains, et a fortiori
des pieds de ¥ en plus de celle des pieds de face reste débattue. En effet, si plusieurs auteurs
ont souligné la probable utilit¢ de ces trois clichés combinés, aucune étude ne 1’a démontrée.
Les études de reproductibilité concernent 1’évaluation des scores radiographiques €laborés par
différents auteurs. Ces scores sont utilisés pour suivre 1’évolution de la PR mais aussi pour la
nouvelle classification des traitements de fond en SMARDs ou DMARDs. Les scores les plus
utilisés actuellement sont ceux de Larsen, Sharp et Sharp modifié van der Heijde (2-4). La
fiabilité globale de la lecture est confirmée par 1’étude des coefficients de corrélation inter et
intra-classe. Ces derniers mesurent 1’accord entre deux observateurs indépendants pour un
jugement de nature quantitative, c’est a dire dans le cas présent du score radiologique obtenu.
En général, les coefficients de corrélation inter et intra-observateur des scores radiologiques
sont bons (5-7). Plusieurs études (8, 9) ont démontré que la présence d’érosions (sans utiliser
de méthode de cotation particuliére) est aussi sensible que le score radiographique global ce
qui permet de simplifier la lecture dans le cadre d’études épidémiologiques portant sur des
populations importantes. On constate aussi que dans les études thérapeutiques, le critére
« nombre de nouvelles érosions » est souvent retenu par les auteurs (10).

Parmi les quelques études prospectives portant sur les rhumatismes inflammatoires débutants,

celle de Mau et coll (11) retrouve 33% d’érosions aux mains et aux pieds de patients



considérés comme PR selon les critéres de ’ARA 1958, au sein d’une cohorte de

rhumatismes inflammatoires débutants, contre 5% seulement pour les autres diagnostics.

L’¢tude de Nissila et al (12) a permis d’évaluer la sensibilité et la spécificité des érosions aux

mains et aux pieds pour le diagnostic de polyarthrite rhumatoide défini selon les critéres de

I’ARA 1958 (28% des rhumatismes inflammatoires débutants de la cohorte). Les sensibilités

des érosions aux mains et aux pieds sont respectivement de 17,5% et 19,1%. Ces derniers

résultats sont trés proches de ceux gue nous avions observés (13, 14) dans une cohorte 270 de

rhumatismes débutants (au moins une arthrite depuis moins de un an, dont 98 polyarthrites

rhumatoides).

Arnett FC, Edworthy SM, Bloch DA, McShane DJ, Fries JF, Cooper NS, et al. The
American Rheumatism Association 1987 revised criteria for the classification of
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 1988;31:315-24

Larsen A, Dale K, Eek M. Radiographic evaluation of rheumatoid arthritis and related
conditions by standard reference films. Acta Radiol Diagn 1977;18:481-91

Sharp JT, Lidsky MD, Collins LC, Moreland J. Methods of scoring the progression of
radiologic changes in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 1971;14:706-20

Van der Heijde D., Van Leeuwen M.A., Van Riel P.L.C.M., Koster A.M., Van t’Hof
M.A., Van Rijswijk M.H, Van de Putte L.B.A. Biannual radiographic assessments of
hands and feet in a three-year prospective follow-up of patients with early rheumatoid
arthritis. Arthritis Rheum 1992;35:26-34

Molenaar E.T.H, Edmonds J, Boers M, van der Heijde D.M.F.M, Lassere M. A
practical exercise in reading RA radiographs by the Larsen and Sharp methods. J
Rheumatol 1999;26:746-8

Drossaers-Bakker KW, Amesz E, Zwinderman AH, Breedveld FC, Hazes IMW. A
comparison of three radiologic scoring systems for the long-term assessment of
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2000;43:1465-72

Van der heijde D.M.F.M. Plain X-rays in rheumatoid arthritis: overview of scoring
methods, their reliability and applicability. Baillieres Clin Rheumatol 1996;10:435-53
Van der Heijde DMFM, Dankert T, Nieman F, Rau R, Boers M. Reliability and
sensitivity to change of a simplification of the Sharp/Van der Heijde radiological
assessment in rheumatoid arthritis. Br Society for Rheumatol 1999;38:941-7

Wolfe F, van der Heijde DMFM, Larsen A. Assessing radiographic status of



rheumatoid arthritis: Introduction of a short erosion scale. J Rheumatol 2000;27:2090-
9

10- Forre O and the norwegian arthritis study group. Radiologic evidence of the disease
modification in rheumatoid arthritis patients treated with cyclosporine. Arthritis
Rheum 1994; 37:1509-12

11- Mau W, Raspe HH, MersjannH. Early arthritidies: Nosography, nosology and
diagnostic criteria. Scand J Rheumatol 1989;79:3-12

12- Nissila M, Isomaki H, Kaarela K, Kiviniemi P, Martio J, Sarna S. Prognosis of
inflammatory joint diseases: a three year follow-up study. Scand J Rheum 1983;12:33-
8

13- Pensec VD, Saraux A, Berthelot JM, Alapetite S, Jousse S, Chales G, Thorel JB,
Hoang S, Nouy-Trolle I, Martin A, Chiocchia G, Youinou P, Le Goff P. Ability of
foot radiographs to predict rheumatoid arthritis in patients with early arthritis. J
Rheumatol. 2004 Jan;31(1):66-70

14- Devauchelle Pensec V, Saraux A, Berthelot JM, Alapetite S, Chales G, Le Henaff C,
Thorel JB, Hoang S, Nouy-Trolle I, Martin A, Baron D, Youinou P, Le Goff P. Ability
of hand radiographs to predict a further diagnosis of rheumatoid arthritis in patients
with early arthritis.J Rheumatol. 2001 Dec;28(12):2603-7.

15- Devauchelle-Pensec V, Saraux A, Alapetite S, Colin D, Le Goff P. Diagnostic value
of radiographs of the hands and feet in early rheumatoid arthritis. Joint Bone Spine.
2002 Oct;69(5):434-41.

* Description du projet de recherche (malades, techniques, méthodologie,

déroulement prévu)

Pour répondre a ces objectifs, nous proposons de calculer, au sein d’une population de
rhumatismes débutants correspondant a une polyarthrite rhumatoide ou a 1’'un de ses
diagnostics différentiels, la proportion de patients ayant une atteinte radiologique érosive au
niveau des avant pieds définie par 2 méthodes distinctes : présence d’érosion (oui/non) et
atteinte érosive selon le score de lecture de la méthode de Sharp modifié par van der Heijde.

- Patients: Ce sont ceux qui ont été inclus dans la cohorte espoir et qui ont eu une
radiographie des avant pieds de face et de 3/4 a I’inclusion. L’objectif de cette cohorte

multicentrique francaise d'arthrites débutantes (évoluant depuis moins de 6 mois) est de servir



de base de donnée pour des études de plusieurs natures: Les critéres d'inclusion sont les
suivants: Patient pour lequel le diagnostic de PR est possible, probable ou certain souffrant
d’au moins deux arthrites depuis 6 semaines (le terme d’arthrite suppose un gonflement
articulaire objectivé par I’investigateur. Les deux arthrites doivent étre présentes et constatées
par I’investigateur au moment de ’inclusion dans 1’étude) et depuis moins de 6 mois (le
patient doit pouvoir répondre sans ambiguité a la question « a quelle date avez-vous constaté
le gonflement des articulations ? ». Le délai entre la date donnée par le patient et le jour de
I’inclusion doit étre inférieur a 6 mois) et n’ayant jamais recu ni traitement de fond ni
corticoides.

Tous les patients ont un recueil de donneées cliniques et biologiques standardisées.

- Radiographies : Seul le cliché d’inclusion fera 1’objet de ce premier travail. La technique
radiographique est celle utilisée dans la cohorte : Les radiographies sont numérisées ou non.
Si elles sont numérisées, elles sont fournies avec un facteur d’agrandissement de 100%. Elles
sont dupliquées de facon a pouvoir en remettre un exemplaire au rhumatologue traitant. Le
deuxiéme exemplaire est adressé au centre de collection radiologique, a Brest. Sur chaque
radiographie est noté, au moyen d'une étiquette patient: Le numéro du centre, le nom de
I'investigateur, le numéro patient, les initiales du patient, la date de la radiographie. La
technique radiographique jointe a l'ordonnance lorsque le patient fait sa radiographie est la
suivante : Pour la face, le cliché est fait sur un patient assis les deux pieds au contact, sur un
seul film 24x30, les deux pieds etant radiographiés simultanément, apres centrage sur la base
des pouces, avec des constantes de 55 kv et 100 ma, les cotés droit et gauche étant notés. Pour
le ¥4, chaque pied est fait séparément.

- Lecture radiographique : La lecture des radiographies de pieds sera faite sur les clichés
d’inclusion de face et de % selon une cotation des érosions (indice de Sharp modifié par van
der heijde) et en «érosions présentes ou absentes » par deux lecteurs indépendants, en
aveugle.

-Statistique : Nous calculerons tout d’abord les reproductibilités inter et intra observateurs en
utilisant des tests kappa de Cohen pour les variables binaires et par coefficient de corrélation
inter et intra classe pour les valeurs continues. Si celles-ci sont, comme classiqguement,
satisfaisantes, nous produirons les résultats en proportions de polyarthrites érosives selon que
I’on fait I’un, 1’autre ou les deux types de clichés.

Le résultat final sera exprimé en érosions présentes ou absentes sur le cliché de face, de 3/4 et
par la combinaison des deux. Le cliché supplémentaire sera considéré comme utile si la

proportion de cas avec érosions définis par la présence d’érosion sur au moins 1’'un des deux



clichés est de 2% supérieur a celui obtenu avec le cliché de face seul. On attend 50% de
polyarthrites rhumatoides dans la cohorte dont 20% avec érosions sur le cliché de face (soit au
total 10% des patients avec une atteinte érosive sur le cliché de face) et on espére retrouver
des érosions chez 12% des patients avec 1’adjonction du cliché de 3/4. Pour un nombre de
cliché de 750, I’intervalle de confiance sera de 2%.

L’analyse sera ensuite faite apres stratification sur la présence de signes cliniques aux avant-
pieds (douleurs, synovites, squeeze test), selon la certitude du clinicien dans le diagnostic de
polyarthrite rhumatoide, et selon la présence des crittres ACR 1987 de polyarthrite

rhumatoide

» Conséquences attendues

Si on démontre un gain de détection des érosions, le cliché de % pourra étre adjoint a une
nouvelle définition des critéres radiographiques de définition de la présence d’érosion.

Si le gain n’est pas démontré dans la population totale, I’analyse dans le sous groupe avec
atteinte des avant pieds permettra de définir la pertinence de la sélection des patients avec
atteinte clinique des avant pieds.

Cette nouvelle définition pourra ensuite étre testée en tant qu’outil diagnostic et pronostic au

sein de la cohorte.

» Calendrier de réalisation

-collection des clichés terminée en février 2005
-lecture des clichés entre mars et novembre 2005
-analyse statistique en décembre 2005

-soumission de 1’article en mars 2006

R6le du demandeur et de ses collaborateurs pour le projet (préciser la fonction de

chacun)



Pr Alain Saraux : mise au point méthodologique du projet, analyse statistique, supervision du
déroulement de 1’étude

Dr Valérie Devauchelle : coordination de la lecture radiographique (méthode, formation d’un
second lecteur), lecture radiographique, participation a I’analyse statistique, rédaction de
’article

Isabelle Samjee (interne) : lecture radiographique

Pr Bernard Combe : Expert

Pr Maxime Dougados : Expert
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BUDGET PREVISIONNEL DU PROJET DE RECHERCHE

1. Somme totale : 0 euros durée prévue de I'étude (ans) : 1 ans......

- achat de matériel

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo




MATERIEL ESPOIR demandé (préciser s’il s’agit de données démographiques
,clinico- biologiques, ou autres recueillis dans le cadre de la cohorte ou de matériel
biologique de la biothéque ; préciser le nombre de patients ou de préléevements intéressés

par la demande et en cas de matériel biologique le volume demandé)

Le matériel nécessaire se limite a 1’autorisation de lecture des radiographies sur place, dans le

centre de coordination radiographique de Brest.



Je soussigné(e), ...... SARAUX alain...............c.ooeenennn. m'engage :

-A accepter de passer une convention avec le comité de pilotage de la Cohorte ESPOIR

-A faire figurer le nom d’« ESPOIR » dans le titre ou sous-titre des futures publications ainsi
que les noms en tant que co-auteurs de 2 des membres* de la cohorte ESPOIR (dont 1
membre du comité de pilotage).

-A adresser toute publication 10 jours avant soumission au comité de pilotage de la Cohorte
ESPOIR

*responsable d’un centre clinique ou membre du comité de pilotage

Nom du demandeur : Signature : SARAUX alain
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Identification des déterminants de la prise en charge initiale d’une polyarthrite débutante

RESPONSABLE PRINCIPAL DE LA DEMANDE :

Nom et adresse professionnelle : Cédric LUKAS
Sce Immuno-Rhumatologie (Pr Combe), CHU Lapeyronie, 34295 Montpellier cedex 5

Téléphone : 04 67 33 87 10
Télécopie : 04 67 3373 11

Date de naissance : 20 février 1976

Statut: O PHU O PH O PU-PH
O CCA
O MCU-PH X Interne
O Autre (précisez) O Membre S.F.R.
Appartenance administrative du laboratoire demandeur :
X Université O INSERM O CNRS O Hopital

TITRES ET DIPLOMES HOSPITALO-UNIVERSITAIRES :

Interne des hépitaux de Montpellier

-C2 "méthodologie de la recherche clinique et épidémiologique” (Pr Daures)
2003-2004

-C2 "Environnement et santé" (Pr Artus) 2003-2004

- DEA : "Epidémiologie clinique et évaluation des actions de santé" Université
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1. RESUME DU PROJET

On insiste actuellement sur la nécessité d’une prise en charge précoce dans la polyarthrite
rhumatoide. Néanmoins, la prise en charge d’une polyarthrite rhumatoide débutante reste pour
I’heure trés hétérogene et mal définie. Elle est actuellement en pleine réévaluation a la fois sur
le plan diagnostique et thérapeutique. Les facteurs déterminant 1’établissement de la stratégie
thérapeutique initiale restent a ce jour inconnus.

L’objectif principal de ce projet est la mise en évidence des éléments déterminant le choix de
la stratégie thérapeutique initiale devant une polyarthrite indifférenciée récente.

Pour ce faire, nous utiliserons la base de données de la cohorte ESPOIR, qui est une cohorte
de polyarthrites indifférenciées récentes, étude prospective, longitudonale, descriptive sur une
durée de 10 ans, constituées de 800 sujets revus régulierement tous les 6 mois. Les objectifs
spécifiques de I’étude seront la description des caractéristiques de 1’échantillons des sujets
inclus, la description de la prise en charge de la thérapeutique initiale des sujets inclus dans la
cohorte et surtout la recherche ensuite des facteurs déterminant cette prise en charge ,observés
parmi les caractéristiques de la maladie, celles concernant le patient et le mode et le lieu de la
prise en charge. L’étude de 1’évolution de la polyarthrite et I’adaptation des thérapeutiques sur
la période des 6 premiers mois sera également réalisée, a la recherche des facteurs

déterminant les modifications observées au cours du temps.




* avis favorable du CCPPRB :
projet ESPOIR initial

au projet ESPOIR initial

O

Non Justifié X

O

Obtenu dans le cadre du

Nécessitant un amendement
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3. PROJET DE RECHERCHE DETAILLE :
Joindre en 2 exemplaires sur papier libre (10 pages maximum) un exposé détaillé du projet

de
recherche, en suivant le plan suivant :

1 Titre du projet

(1 Situation du sujet de recherche dans la littérature

1 But de la recherche

1 Description du projet de recherche (malades, technigues, méthodologie, déroulement
prévu)

1 Conseéquences attendues

"1 Calendrier de réalisation
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Identification des déterminants de la prise en charge initiale

d’une polyarthrite débutante

I. Contexte - Les Rhumatismes Inflammatoires Débutants.
— La Polyarthrite Rhumatoide.

La Polyarthrite Rhumatoide (PR) est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques, touchant notamment 0.3 & 0.5 % de la population francaise (1). Elle atteint les
deux sexes, peut survenir chez des patients de tout age, avec cependant un pic de fréquence
chez la femme entre 40 et 60 ans.

Son évolution s’accompagne d’une augmentation de la mortalité avec un ratio standardisé
de mortalité variant de 1,68 a 2,30 selon les études (2), mais aussi et surtout d’un pronostic
fonctionnel sévere.

Ainsi, les manifestations de la maladie sont a 1’origine d’une limitation précoce des
capacités fonctionnelles (2-8) et, apres 10 ans de suivi, 92 % des malades présentent un
handicap important pour les activités de la vie quotidienne (2), avec interruption définitive de

’activité professionnelle pour la majorité d’entre eux (4).

La prise en charge d’un malade atteint de PR nécessite I’emploi de traitements lourds
(méthotrexate, corticothérapie, biothérapies telles que les anti-TNFa...), dont I’effet reste
souvent incomplet, imprédictible et uniquement suspensif :
si ’on utilise des criteéres stricts (tels les critéres ACR 50), la proportion de malades
répondeurs primaires aux différents traitements reste inférieure a
50 % (9, 10) et le recours a la chirurgie est fréquent du fait des dégats articulaires (15% des
malades apres 5 ans d’évolution) (8).

Cependant, bien qu'un consensus soit établi a propos de la nécessité d'utilisation d'au moins

un traitement de fond avec un objectif de quiescence de la maladie, une étude francaise



récente relevait chez 1109 patients suivis dans des centres hospitaliers répartis sur le territoire
francais la présence d’une maladie évolutive, non contrdlée chez 13% des sujets et ’emploi

d’un traitement de fond chez seulement 82,1% des malades (11).

La prise en charge d'une polyarthrite débutante reste pour I'heure mal définie et est
actuellement en pleine réévaluation, a la fois sur les plans diagnostique et thérapeutique :

Devant un tableau clinique de rhumatisme inflammatoire périphérique débutant, il est
actuellement reconnu que la mise en route d’un traitement de fond actif doit étre
précoce si le diagnostic de Polyarthrite Rhumatoide débutante probable est retenu (12,
13, 14, 15).

En effet, la synovite inflammatoire a I’origine des symptomes de la maladie, mais aussi des
destructions ostéoarticulaires observées au cours de son évolution, est plus accessible a ce
stade aux thérapeutiques, avec méme la possibilit¢ d’une réversibilité complete initiale,

suggérant I’existence d’une « fenétre d’opportunité » (16, 17).

Toutefois, ce diagnostic de PR débutante est difficile, les critéres classiques de
classification de la maladie, établis par I’American College of Rheumatology (ACR) (18), ne
peuvent en effet s’appliquer qu’a des sujets souffrant de PR établie ancienne.

C’est par conséquent en s’appuyant sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques
que le praticien doit évaluer 1’opportunité de mise en route d’un traitement dit « agressif »,
c’est-a-dire comportant une association de traitement de fond reconnu actif dans la PR
(DMARD-Disease Modifying Anti-Rheumatism Drug-, biothérapies telles que les anti-TNFa)
a une corticothérapie, avec pour objectif I’obtention d’une rémission compléte de la
maladie (14, 15, 19, 20).

Ces arguments se fondent sur les caractéristiques propres du patient, tels son sexe et son
age, sur des données cliniques, comme la localisation des articulations touchées, mais
également sur des résultats biologiques ayant valeurs d’indicateurs sans jamais toutefois étre

parfaitement spécifiques (Facteur Rhumatoide, Anticorps anti-CCP, géene HLA DRB1*04...).

Pourtant, méme s’il n’existe pas a I’heure actuelle de standardisation concernant la prise
en charge des patients atteints de polyarthrite débutante, certaines recommandations

globales ont été proposées et reconnues (21), préconisant par exemple 1’introduction précoce



d’un traitement de fond et I’adaptation rapprochée des thérapeutiques engagees, avec
pour objectif I’obtention de la rémission (19, 20, 22, 23, 24, 25, 26) .

Or, on reléve une nette hétérogeneité dans la prise en charge initiale, aux niveaux
international et européen, mais également a I’échelle francaise. Ainsi, les variations
observées sur les pratiques d’un panel de 917 rhumatologues frangais face a une polyarthrite
débutante étaient grandes en ce qui concernaient les examens prescrits dans un but
diagnostique, hétérogenéité retrouvée dans deux autres études (27, 28), mais aussi et surtout
dans la prise en charge thérapeutique initiale, avec notamment la prescription d’un
traitement de fond dans seulement 74% des cas (29).

Les facteurs déterminants pour I’établissement du choix de la stratégie thérapeutique
initiale, s’ils sont pour certains évoqués, restent a ce jour inconnus. En effet, si des
caractéristiques propres du médecin ont été identifiées comme a I’origine d’une partie de la
disparité observée dans les prescriptions, tels que son expérience, son lieu d’étude ou de
pratique médicale, son mode de rémunération (30), les éléments-clés provenant du patient ou
les caracteristiques cliniques et biologiques de la maladie n’ont pour I’heure pas été

identifiés.

I1. Objectifs de I’étude .

Le projet de recherche aura pour objectif principal la mise en évidence des éléments
déterminant le choix de la stratégie thérapeutique initiale devant une polyarthrite

indifférenciée récente, avec comme objectifs spécifiques :

© La description des caractéristiques de I’échantillon des sujets inclus dans la Cohorte
ESPOIR :

Les données démographiques et socio-économiques des sujets (sexe, age, catégorie
socioprofessionnelle, niveau d’instruction, revenus, lieu de résidence), seront décrites.

Les caractéristiques cliniques de la maladie dans sa présentation initiale seront également
analysées, ainsi que les résultats biologiques et radiologiques recueillis lors de I’inclusion
au sein de la cohorte.

Elles seront comparées avec la population générale / les populations rencontrées dans

d’autres études de cohorte étudiant les rhumatismes inflammatoires.
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La prise en charge thérapeutique initiale des sujets inclus dans la cohorte sera ensuite
étudiée, évaluant le délai d’initiation et le type de traitement de fond débuté, 1’éventuel
recours a une corticothérapie locale ou régionale, ainsi que I’utilisation de traitements
associés, médicamenteux ou non (Anti-Inflammatoires non Stéroidiens, antalgiques,
kinésithérapie, appareillage...) ou de traitements locaux intra-articulaires (infiltrations

cortisoniques, synoviorthése...)

Nous rechercherons ensuite les facteurs déterminants pour la prise en charge initiale
observée parmi les caractéristiques de la maladie (forme clinique, données anamnestiques
et biologiques, radiologiques), celles concernant le patient (données socio-
démographiques, existence de facteurs de co-morbidité), et le mode et le lieu de prise en

charge (médecin hospitalier ou libéral, urbain ou rural) ...

L’étude de 1’évolution de la Polyarthrite et I’adaptation des thérapeutiques sur la période
des 6 premiers mois sera également réalisée, a la recherche des facteurs déterminants les
modifications observées au cours du temps.
En effet, les changements du type de traitement de fond lors de la prise en
charge d’un sujet atteint de polyarthrite rhumatoide peuvent survenir des les
premiers mois, que 1’origine en soit 1’inefficacité ou I’apparition d’effets
secondaires contraignant a I’abandon du produit en cours, avec en moyenne,
selon une méta-analyse récente, un taux de maintien thérapeutique au mieux
de 90% environ a 6 mois pour le méthotrexate, et déja descendu a 80%
environ pour d’autres DMARDs comme la sulfasalazine ou les sels d’or

injectables (31).

Matériel et Méthode

1) Population

Les sujets inclus doivent étre agés de 18 a 70 ans, présenter une atteinte inflammatoire d’au

moins deux articulations périphériques depuis 6 semaines a 6 mois, avec un diagnostic évoqué

de Polyarthrite Rhumatoide debutante ou un rhumatisme inflammatoire inclassé susceptible

d’évoluer vers une PR, a I’exclusion d’autres cadres nosologiques rendant improbable le

diagnostic de PR.



IIs ne doivent avoir recu avant I’inclusion aucun traitement de fond ni corticoides, sauf si ces
derniers ont été administrés pendant moins de deux semaines, a une posologie inférieure a 20

mg/jour et s’ils ont été stoppés au moins deux semaines avant la visite d’inclusion a ESPOIR.

2) Echantillon étudié

Notre projet se propose d'utiliser la base de données de la cohorte ESPOIR.
La cohorte ESPOIR (Etude et Suivi des POlyarthrites Indifférenciées Récentes) est une
étude longitudinale prospective descriptive, promue par la Société Francaise de

Rhumatologie.

L'objectif principal est la constitution, par un réseau de 14 services recruteurs de
Rhumatologie hospitalo-universitaires frangais, d’une cohorte multicentrique de sujets
présentant une arthrite débutante (évoluant depuis moins de 6 mois) servant de base de
données pour des études d'ordre diagnostique, pronostique, médico-économique, et

pathogénique.

Elle consiste en 1’observation, le recueil de données et le suivi sur les plans clinique,
biologique, radiologique, médico-économique et histologique, dans le cadre de protocoles
précisément définis, de 800 patients présentant une polyarthrite inflammatoire débutante
et répondant aux critéres sus-cités. Le recrutement a été débuté en Décembre 2002, avec une

fin des inclusions prévue pour Décembre 2004 (714 inclus au 30 Octobre 2004).
La prise en charge thérapeutique des patients inclus et suivis est laissée au libre choix du

médecin traitant, qu’il soit rhumatologue ou non, exercant en milieu hospitalier ou

libéral.

3) Recueil des données

Les données de la cohorte ESPOIR sont recueillies au cours de visites semestrielles pendant

les deux premieres années puis annuellement au-dela jusqu’a la dixiéme année.



Elles concernent plusieurs champs :

Démographigques :

Age, sexe, lieu de naissance, origine ethnique, lieu de résidence du sujet

Social :

Statut matrimonial, nombre d’enfants, catégorie socio-professionnelle, revenu personnel

et familial, niveau d’instruction

Anamnestiques :

Date de début des troubles, existence d’un facteur déclenchant, forme de début (aigué,
subaigué, progressive...)

Antécédents personnels, facteurs de co-morbidité connus, intoxication tabagique et
éthylique

Existence de manifestations extra-articulaires rapportées

Thérapeutiques :

Dates, durées, type, posologie des traitements médicamenteux utilisés par le sujet au
cours de la période écoulée, en classant les médicaments comme a visée anti-
rhumatismale (traitement de fond), symptomatiques (antalgiques par exemple) ou sans
rapport direct avec le rhumatisme inflammatoire (indication liée a une pathologie
associee)

Recours éventuels a des gestes complémentaires locaux (infiltrations...)

Recours a des accessoires (orthéses plantaires, appareillage visant a prévenir les
déformations articulaires, cannes...)

Recours a la chirurgie orthopedique correctrice

Clinigues :
- Poids, Taille, Pression artérielle du sujet

- Eléments d’évaluation d’activité de la maladie au jour de la consultation : nombre de réveils

nocturnes, durée de dérouillage matinal, Echelle Visuelle Analogique d’appréciation par le

sujet de la douleur, des réveils nocturnes et du dérouillage matinal
- Questionnaires de Qualité de vie (HAQ, SF36, EMIR Court, EUROQOL)

- Examen clinique : nombre et localisation des articulations douloureuses et gonflées,

existence d’anomalies cliniques extra-articulaires.



Biologigues :
- Bilan biologique initial étendu comportant ionogramme sanguin, bilan phosphocalcique,

fonctions hépatique et rénale, électrophorése des protéines sanguines, hémogramme, bilan
d’hémostase, bilan lipidique, bilan inflammatoire (VS, CRP), Uricémie, Sérologie des
hépatites B et C, éléments immunologiques avec recherche de Facteur Rhumatoide,

d’Anticorps anti-nucléaires et anti-CCP/filaggrine.

Médico-économiques — colts direct et indirect :

- Recensement des examens biologiques ou radiologiques réalisés dans le cadre du suivi de
la maladie ou sans rapport évident direct

- Existence et dénombrement des consultations de médecine générale ou spécialisée, des
séjours hospitaliers éventuels au cours de la période écoulée

- Recours a des soins paramédicaux tels que kinésithérapie, ergothérapie...

- Evaluation des déplacements liés aux soins et leur type (ambulance...)

- Ameénagement éventuel du domicile ou du véhicule du sujet

- Retentissement sur 1’activité professionnelle, existence d’aides sociales financiéres ou

matérielles

Effets indésirables :

- Les eventuels effets secondaires rencontrés sont repertories lors des visites de suivi.

Radiologiques :

.- Chaque patient bénéficie lors du bilan initial d’un cliché thoracique, d’une radiographie
des deux mains et poignets de face, des deux avant-pieds de face.

- Toute autre localisation douloureuse pourra faire 1’objet d’un cliché radiologique.

Pour le suivi, les clichés porteront systématiquement sur les mains-poignets (cliché de face)
et les avant-pieds (cliché de face) chaque année, et éventuellement sur les localisations

douloureuses (prescription laissée au choix de I’investigateur).

4) Stratégie d’analyse




La description des variables décrivant les caractéristiques des sujets composant 1’échantillon
sera effectuée sur un mode univarié, autorisant alors une approche globale des sujets

composant la cohorte et la mise en évidence d’éventuelles disparités apparentes.

L’analyse du choix de stratégie thérapeutique initiale selon les éléments déterminants
provenant du sujet, de la maladie ou du médecin, sera faite de maniere traditionnelle,
permettant dans un premier temps la mise en évidence des facteurs impliqués dans la mise en
route précoce d’un traitement de fond, puis en utilisant une méthode multivariée par Analyse

des Correspondances Multiples (ACM) avec projection.

Pour étudier 1’évolution chronologique des traitements et leur adaptation, des analyses de
type GEE (équations d’estimation généralisées) seront réalisées.

Une modélisation markovienne sera ensuite tentée.

IV. Perspectives

Parallélement, une analyse de la littérature portant sur la prise en charge de ces polyarthrites
récentes est en cours de réalisation, dont les résultats seront utilisés pour émettre des
recommandations lors d’une conférence de consensus organisée par ’EULAR (European

League Against Rheumatism).

Nous pourrons secondairement analyser les écarts relevés entre les stratégies observées au
sein de la cohorte ESPOIR et les recommandations émises par ’EULAR de maniére classique
et de maniere multivariée (modele logistique) afin de mettre en évidence les facteurs

explicatifs de ces éventuelles disparités.
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Les anticorps anti-TCR : un ESPOIR pour le diagnostic et le pronostic des polyarthrites

rhumatoides débutantes

J-E Gottenberg®, F Jambou?, S Cohen-Kaminsky?, X Mariette*

L INSERM E 109, service de Rhumatologie de I’Hopital de Bicétre, Le Kremlin Bicétre
2 Département de physiologie thymique, CNRS UMR 8078, Université Paris XI, Hopital

Marie Lannelongue.

1. Rationnel

La développement des maladies auto-immunes est lié & un défaut de controle des
lymphocytes auto-réactifs par les mécanismes physiologiques de régulation immunitaire. La
cohorte ESPOIR offre une opportunité unique d’étudier le role physiopathologique au cours
de la polyarthrite rhumatoide (PR) d’un mécanisme régulateur récemment identifié : les
anticorps anti-récepteurs T (TCR). Au cours de la PR et d’autres maladies auto-immunes, les
lymphocytes T auto-réactifs utilisent un répertoire immunologique biaisé faisant appel de
maniere préférentielle a certains génes codant pour la région variable (V) de leur TCR (1).
Afin de limiter la survenue de manifestations auto-immunes liées a ces lymphocytes T auto-
réactifs, deux mecanismes homeostatiques peuvent étre mis en action : les lymphocytes T
spécifiques anti-TCR et les anticorps anti- TCR (2). Les anticorps anti-TCR existent chez
I’homme a 1’état physiologique, leur sécrétion est augmentée avec 1’age, lors de certaines
infections virales, comme le VIH, de situations d’allo-immunisation (transplantation,
grossesse) et de certaines maladies auto-immunes (myasthénie, lupus érythémateux
disséminé). L’effet immuno-modulateur de ces anticorps anti-TCR pourrait expliquer en

partie 1’efficacité des immunoglobulines polyvalentes (3) et motive les essais de vaccination



dans la sclérose en plaque et le psoriasis par des peptides spécifiques de la région CDR2 du

TCR (4).

Le role protecteur des anticorps anti-TCR a été bien démontré dans la myasthénie par
une équipe frangaise. Aprés avoir montré I’augmentation intra-thymique des lymphocytes
V5.1, qui est le TCR dominant de reconnaissance de certains épitopes du récepteur de
I’acétylcholine, cible auto-antigénique dans la myasthénie, cette équipe a montré que
I’injection d’anticorps monoclonal anti- V5.1 permet de prévenir I’apparition de la maladie
dans les modéles animaux. De maniére passionnante, chez les patients, la présence de ces
anticorps est restreinte aux patients HLA-DR3, et est trés majoritairement retrouvée chez les
patients ayant une myasthénie d’apparition récente et une atteinte cliniqgue moins sévére. De
plus, la présence de titres élevés de ces anticorps anti-TCR est facteur de bon pronostic (5).
Les résultats de cette étude suggerent que le développement de la réponse humorale anti-TCR
est contemporaine des premiers symptomes ; un déficit de synthese des anticorps anti-TCR
pourrait participer au développement de 1’auto-immunité et/ou empécher la guérison

spontanée des patients.

Au cours de la polyarthrite rhumatoide, le répertoire du récepteur T des lymphocytes
CD4 et CD8 sanguins et infiltrant la synoviale peut présenter des biais en faveur de
I’utilisation préférentielle de certains genes VP (6,7,8,9). Ainsi une expansion oligo-clonale
des génes VB 3, 14 (7) et 17 (7,8) du TCR a-t-elle été retrouvée dans les lymphocytes
sanguins et synoviaux CD4. Un essai randomisé contre placebo a montré la tolérance et
I’efficacité (ACR 20) a 20 semaines d’une vaccination par une combinaison des 3 peptides V3

3, 14 et 17 du TCR chez 66 patients atteints de PR (10).

Les anticorps anti-TCR ont également été retrouvés chez les patients ayant une PR
(11), mais leur présence n’a pas ¢été recherchée dans les rhumatismes inflammatoires



indifférenciés et I’intérét diagnostique et pronostique de ces anticorps n’a pas été évalue.

La cohorte ESPOIR peut donc permettre de déterminer si les anticorps anti-TCR
apparaissent précocement et spécifiqguement au cours de la PR et si leur présence et

I’évolution de leur taux sont des marqueurs pronostiques.

2. Adéquation de I’¢étude des anticorps anti-TCR a la cohorte ESPOIR

Les moyens d’évaluer aisément le diagnostic et le pronostic d’un rhumatisme inflammatoire
débutant restent limités. La prise en charge précoce, les prélevements biologiques et le suivi
clinique a long terme réalisés dans le cadre du suivi de cohorte ESPOIR pourront permettre

d’identifier I’intérét diagnostique et pronostique d’un dosage sérologique des anticorps anti-

TCR.

3. Objectifs de I’étude

- étudier la présence des anticorps anti-TCR au cours des rhumatismes inflammatoires
débutants : prévalence des anti-TCR dans les PR par rapport aux autres rhumatismes
inflammatoires, corrélation aux expansions clonales du répertoire T

- analyser la corrélation entre le titre des anticorps anti-TCR et la sévérité de la maladie,
appréciée par le DAS28 et le score radiologique de Sharp

- évaluer la relation entre HLA (épitope partagé), sécrétion des anti-TCR et des anticorps

anti-CCP

4. Collaboration
Cette étude pourra bénéficier de I’entiére collaboration de 1’équipe qui a démontre le role des

anti-TCR au cours de la myasthénie :



Drs Florence Jambou et Sylvia Cohen-Kaminsky, Département de physiologie thymique,

CNRS UMR 8078, Université Paris X1, Hopital Marie Lannelongue.

5. Techniques utilisées

- étude du répertoire T (par PCR long range multiplex [12] ) afin de détecter les expansions
clonales des génes du TCR. Cette technique récente permet d’étudier le répertoire T Va, VB
complet a partir de ’ADN génomique.

- recherche des anticorps anti-TCR par ELISA (F. Jambou, S. Cohen-Kaminsky). Cet ELISA
« maison » utilise comme antigenes les différents peptides VB de la région CDR2 du TCR.

- typage HLA classe II en biologie moléculaire (recherche de I’épitope partage).

6. Matériel biologique

- 1 ml de sérum (a I’inclusion et aprés 1 an de suivi) de 200 patients ayant une PR et de 200
patients ayant un autre rhumatisme inflammatoire

- 2,5 microgrammes d’ ADN de 200 patients ayant une PR et de 200 patients ayant un autre

rhumatisme inflammatoire.
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Caractérisation de 1’expression de BAFF au cours de la polyarthrite rhumatoide

C Miceli-Richard, F Lavie, JE Gottenberg, X Mariette

INSERM E 109, service de Rhumatologie de 1’Hopital de Bicétre, Le Kremlin Bicétre

1. BAFF et pathologies auto-immunes

BAFF (B cell Activator Factor of the tumor necrosis factor (TNF) Family), encore
appelé BLyS (B Lymphocyte Stimulator) est un composant de la superfamille du TNF
récemment isolé (1). BAFF est une protéine transmembranaire de type 2 comportant 285
acides aminés présente également sous forme soluble aprés clivage enzymatique (2-4). Cette
cytokine peut se lier a trois types de récepteurs transmembranaires appartenant a la famille
des TNF-récepteurs exprimés par le lymphocyte B : BCMA (B cell maturation antigen),
TACI (transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor) et
BAFF-R (ou BR3).

Différents travaux ont montré le role de BAFF dans la maturation et la survie
lymphocytaire B (5-7). Son rble dans la modulation de la réponse immune a également été
évoqué. Ainsi une hyperexpression de BAFF pourrait permettre un échappement des
lymphocytes B auto-réactifs aux processus de sélection négative, favorisant ainsi leur survie

et donc la survenue de maladies auto-immunes.

Le role de BAFF au cours des maladies auto-immunes a été mis en évidence notamment
par I’é¢tude d’un modéle animal de souris transgéniques pour BAFF (8). Ces souris
développent une hyperplasie lymphoide B des organes lymphoides secondaires intéressant les
centres germinatifs ganglionnaires et spléniques avec une hyperlymphocytose B sanguine, une
grande quantité d’auto-anticorps (facteur rhumatoide et anticorps anti-ADN), une activation
lymphocytaire T CD4 et CD8 et des signes cliniques séquentiels évoquant a la fois une
polyarthrite rhumatoide, un lupus (glomérulonéphrite) et un syndrome de Sjogren. Elles

présentent en effet avec 1’age des Iésions de sialadénite sévere, une diminution de la




production de salive et une destruction des glandes sous-maxillaires, comparables aux

constatations faites au cours du SSp (9).

Un inhibiteur de BAFF, le récepteur soluble TACI-lIg diminue significativement les
symptémes dans les modeéles de souris lupiques NZB*NZW F1 (augmentation de la survie et
diminution de la protéinurie) et diminue la progression de 1’inflammation et de la destruction
articulaire dans les modeles murins d’arthrite au collagéne, modele expérimental de

polyarthrite rhumatoide (10, 11).

Chez I’homme, la concentration sérique de BAFF est augmentée au cours de différentes
maladies auto-immunes telles la polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus systémique (LES) et le
syndrome de Sjogren primitif (SSp) comparativement aux sujet sains (12-14). Une corrélation
entre les taux sériques de BAFF et facteur rhumatoide est observée au cours de la PR (12).
Une telle corrélation a été rapportées avec d’autres auto-anticorps : anticorps anti-ADN au
cours du LES (13) et notre groupe a montré une corrélation entre le taux sérique de BAFF et

la présence d’anticorps anti-SSA au cours du SSp (14).

Les polymorphismes génétiques de BAFF ont été étudiés chez des patients atteints de
PR. Aucune association significative n’a pu étre mise en évidence (15). Néanmoins, les
polymorphismes rapportés concernaient une population Japonaise. Pour cette raison, un
séquencage du promoteur, des 6 exons et des régions introniques flanquantes a été effectué
par notre groupe chez des patients ayant un SSp et des témoins, tous d’origine Caucasienne.
Un polymorphisme du promoteur (-871T/C) a été mis en évidence avec une fréquence
suffisante dans la population caucasienne (>5%) pour étre génotypé dans une étude
d’association cas-témoins. L’étude de ce polymorphisme dans une population de patients
caucasiens atteints de PR n’a pas été effectuée a ce jour. Nos premiers résultats laissent penser
que ce polymorphisme, situé dans le site consensuel de liaison du facteur de transcription
NFkB, pourrait avoir un role fonctionnel sur le niveau d’expression sérique de la protéine

BAFF et de ’ARNm de BAFF.



2. BAFF et PR : hypothéses physiopathogéniques

Le profil cytokinique de la PR est de type Thl avec entre autre une sécrétion d’interféron
gamma (IFNy) et d’interleukine 2 (IL-2). L’IFNy (comme I’IL-10) est connu pour augmenter
I’expression de BAFF par les monocytes et les cellules dendritiques (16). L’augmentation
sérique de BAFF rapportée au cours de la PR pourrait donc étre dépendante du niveau

d’expression systémique d’IFNy.

Une corrélation entre le niveau d’expression sérique de BAFF et le profil cytokinique du
rhumatisme inflammatoire étudié pourrait ainsi étre observée. Dans un rhumatisme débutant,
le dosage sérique de BAFF pourrait alors constituer 1’un des €¢léments prédictifs d’évolution
vers une PR. Une production locale de BAFF dans les articulations étant le si¢ge d’une
arthrite a été mise en évidence au cours de la PR (12) et au cours d’arthrites d’autres origines,
non infectieuses (17). Le taux synovial de BAFF était significativement plus élevé en cas
d’arthrite comparativement a une population de patients ayant un épanchement articulaire
d’origine mécanique (17). Par ailleurs, les taux sériques de BAFF étaient inférieurs aux taux
mesurés dans le liquide synovial. Cette observation suggere une production locale de BAFF.
Cette production pourrait étre expliquée par I’infiltrat monocytaire et macrophagique présent
au sein du pannus synovial mais en situation pathologique d’auto-immunité, BAFF pourrait
¢galement étre exprimé par d’autres cellules que la lignée monocyte-macrophage :
lymphocytes T activés, lymphocytes B ou synoviocytes. Ainsi, au cours du SSp, notre groupe
a montré I’expression de BAFF par les lymphocytes T infiltrant les glandes salivaires,

contrairement a ce qui est observe chez les sujets sains ou atteints de sarcoidose (18).

Le réle potentiel de BAFF dans la physiopathogénie de la PR est a ce jour méconnu. Une
production locale de BAFF pourrait favoriser la survie des lymphocytes B, la formation de
centres germinatifs ectopiques au sein de la membrane synoviale, la commutation isotypique

et la production locale de facteur rhumatoide IgG et d’anticorps anti-peptides citrullinés.

Par ailleurs, si I’observation de taux sériques ¢élevés de BAFF au cours de la PR a été
rapportée, aucune corrélation de ce taux avec I’activité de la maladie et/ou son évolution

structurale n’a été recherchée.






3. Obijectifs du projet de recherche

L’objectif de ce travail de recherche est d’étudier I’expression de BAFF dans une cohorte
de rhumatismes inflammatoires indifférenciés et dans le groupe de patients ayant évolués vers
une PR:

a. Mesure du taux serique de BAFF et quantification de I’ARMm de BAFF des
PBMC par PCR-Q (si le nombre d’échantillons d’ARNm analysable est
suffisant):

- comme facteur prédictif d’évolution vers une PR
- comme facteur corrélé a I’activité de la PR

- comme facteur prédictif de sévérité structurale de la PR

b. Etude de I’expression synoviale de BAFF :
- Mesure de la concentration de BAFF dans le liquide synovial
- Détection de BAFF en immuno-histochimie et analyse des
différentes populations cellulaires exprimant BAFF dans la

membrane synoviale

c. Etude du polymorphisme -871C/T du promoteur de BAFF :
- Recherche d’une association avec la PR (approche cas-témoins)
- Recherche d’une corrélation entre les variants alléliques de ce

polymorphisme et le niveau d’expression sérique de BAFF

4. Méthodes

4.1 Mesure de I’expression de BAFF sérique et dans le liquide synovial par technique
ELISA.

a. Etude de I’expression de BAFF comme facteur prédictif d’évolution vers une PR :
Mesure de BAFF soluble dans le sérum des patients a I’inclusion dans ESPOIR. Un kit
ELISA BAFF a été développé par le Pr Dominique Emilie — IFR cytokines — Hépital Antoine

Beclere. Il est a noter que kit ELISA BAFF commercialisé par R & D a été retiré du marché.



Recherche d’une expression différentielle initiale de BAFF entre patients ayant évolué¢ vers
une PR et le groupe de patient ayant un rhumatisme resté indifférencié ou ayant évolué vers
un autre rthumatisme inflammatoire que la PR apres 2 ans d’évolution. Cette quantification

sera effectuée chez 200 patients et utilisera 20 pl de sérum par individu.

b. Corrélation de I’expression de BAFF avec I’activité de la PR
Mesure de BAFF soluble dans le sérum (kit ELISA) des patients de la cohorte ESPOIR
ayant un diagnostic de certitude de PR. Recherche d’une corrélation de ce taux sérique a des

facteurs clinico-biologiques d’activité de la maladie (DAS28, VS, CRP) a JO, 1 an et 2 ans.

c. Mesure du taux sérique de BAFF comme facteur prédictif de sévérité structurale de la

PR
Mesure de BAFF soluble dans le sérum des patients de la cohorte ESPOIR ayant un
diagnostic de certitude de PR. Recherche d’une corrélation de ce taux sérique a I’inclusion

(MO0), avant traitement, avec la sévérité structurale de la PR a 2 ans.

d. Quantification de I’ARNm de BAFF sur des PBMC (en fonction du nombre
d’échantillons disponibles)

Recherche d’une corrélation entre le niveau d’expression de I’ARNm de BAFF et les
parametres €tudiés précédemment (facteurs prédictifs d’évolution vers une PR, d’activité de la
PR et de la sévérité structurale de la PR). La PCR-quantitative de BAFF est actuellement

utilisé en routine dans notre laboratoire sur des PBMC de patients atteints de SSp.

d. Mesure de la concentration de BAFF dans le liquide synovial

Mesure de BAFF soluble dans le liquide synovial (kit ELISA) des patients de la cohorte
ESPOIR ayant un diagnostic de certitude de PR. Recherche d’une corrélation de ce taux
synovial a [D’inclusion (MO0), avant traitement local, avec la sévérité structurale de
I’articulation concernée a 2 ans. Comparaison au taux sérique de BAFF au méme moment
(MQ). Comparaison au niveau d’expression de BAFF dans les différentes populations
cellulaires de la membrane synoviale en immunofluorescence et immunohistochimie (cf

infra).



4.2 Etude de [I’expression in situ de BAFF par immunohistochimie et

immunofluorescence in situ.

Mise en évidence de I’expression in situ de BAFF par immunohistochimie utilisant un
anticorps spécifique anti-BAFF appelé Buffy-2 (Apotech Product, Lausanne, Switzerland).
Recherche d’une expression de BAFF sur les biopsies de membrane synoviale dans les
lymphocytes T (anti CD4, CD8 et D3), lymphocytes B (anti CD20) et dans les synoviocytes

par double marquage en immunofluorescence et analyse en microscopie confocale.

4.3 Etude du polymorphisme -871C/T du promoteur de BAFF

Analyse effectuée a partir de I’ADN extrait des cellules du sang périphérique des
patients. Amplification PCR du fragment d’intérét utilisant des amorces spécifiques de la
région promotrice de BAFF. Génotypage du polymorphisme par digestion avec une enzyme
de restriction (Fau I). Etude d’association analysant I’ADN de 200 patients et de 200 témoins
disponibles au laboratoire. Recherche d’une corrélation entre génotype (CC, CT ou TT) et

taux sériques de BAFF.

5. Retombées attendues

Notre groupe, fortement impliqué dans 1I’étude de BAFF au cours du SSp, dispose des
outils permettant de caractériser 1’expression sérique et synoviale de BAFF au cours de la PR.
La corrélation entre niveau d’expression sérique et/ou synovial de BAFF et évolution
structurale ou activité clinico-biologique de la maladie sera également possible. La collection
de matériels biologiques variés (tissu synovial, sérum, ADN, ARN pour certains patents) dans
une cohorte de patients ayant une PR débutante ou un rhumatisme inflammatoire encore
indifférencié constitue une opportunité unique de progresser dans la compréhension du role de

BAFF dans la physiopathogénie de la PR.

En effet, compte tenu 'importance potentielle de BAFF, I’inhibition de cette molécule
représente un espoir thérapeutique. Dans deux modéles murins de maladies autoimmunes, les
souris NZB/W et I’arthrite au collagéne, il existe une diminution importante des signes

cliniques avec un traitement par un inhibiteur de BAFF : le récepteur soluble TACI combiné a



un fragment Fc d’immunoglobuline. Les résultats de la premiére étude de phase 1 chez
I’homme dans le lupus avec un anticorps monoclonal anti-BAFF entierement humanise, le
LymphoStat-B* ont été récemment présentés (Furie, ACR 2003). En dehors de résultats de
tolérance trés rassurants, cette phase 1 laisse entrevoir des espoirs thérapeutiques. En effet,
chez les patients traités par la dose la plus forte : 20 mg, il existe une diminution d’environ 50
% du taux de lymphocytes B circulants et une diminution d’environ 40 % du titre d’anticorps
anti-ADN double brin. Ainsi, il semble bien que I’inhibition de BAFF puisse entrainer une
diminution du nombre des lymphocytes B autoréactifs et du titre des auto-anticorps dans les
pathologies autoimmunes. Ainsi, une meilleure caractérisation du rble de BAFF dans la
physiopathogénie de la PR est de prime importance pour les développements thérapeutiques

futurs.
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IV-  Remarques des Reviewers

REVIEWER 1

Rapport d’analyse concernant I’ «ldentification des déterminants de la prise en charge initiale

d’une polyarthrite débutante» par Mr Cédric Lukas, Interne dans le service du Pr Combe,

immuno-rhumatologie, CHU Lapeyronie

La justification de 1’étude repose sur les données de la littérature et est pleinement justifiées
par le manque d’argument pour choisir les thérapeutiques initiales des polyarthrites récentes.
La cohorte Espoir, matériel de 1’étude, parfaitement définie pourrait permettre de remplir
I’objectif qui est de mettre en évidence des éléments déterminants la stratégie thérapeutique
des polyarthrites indifférenciées.

Les objectifs principaux sont de décrire les choix des différentes stratégies employées par les
thérapeutes suivant les patients inclus dans la cohorte Espoir. Le recueil des données dépend
donc de la cohorte elle-méme. La méthodologie statistiques est succinctement décrites mais
semble appropriée reposant sur une analyse univariée, puis sur une ACM. Les analyses GEE
et la modélisation markovienne sont mentionnées. La bibliographie concernant les analyses
statistiques et leur choix n’est pas mentionnee.

La faisabilité est évidente en ce qui concerne le recueil de données. Il n’est pas précisé le
cadre exact de I’analyse qui sera réalisée par 1’étudiant (stage de DEA, thése de sciences,
disponibilité clinique ou formation médicale en cours). Cependant le rattachement & un centre
source de la cohorte Espoir ainsi que I’inscription en DEA de méthodologie de I’investigateur
sont une garantie que ces analyses seront menées a leur terme.

Cette étude devrait rendre le service attendu qui est de préciser les choix stratégies utilisées en
France pour le traitement des polyarthrites récentes.

Il faut rappeler qu’aucun financement n’est demandé¢, ni de matériel biologique (ce qui

n’apparait pas dans la demande mais semble évident compte-tenu de la méthodologie choisie).

En conclusion il s’agit d’une étude reposant sur I’analyse des données cliniques de la cohorte
espoir répondant aux questionnements inhérents au traitement des polyarthrites récentes, et
donc représentant un bénéfice évident pour la communauté médicale et les patients Devant

une méthodologie correcte, et du fait d’objectifs clairs et adaptés, 1’avis est trés favorable.




Toutefois il serait souhaitable que I’investigateur définisse des objectifs en terme de durée

pour 1’analyse des données, qui sont en cours de recueil et le seront au moment de 1’analyse.

REVIEWER 2 Rapport d’analyse concernant 1’ «ldentification des déterminants de la prise

en charge initiale d’une polyarthrite débutante» par Mr Cédric Lukas, Interne dans le service

du Pr Combe, immuno-rhumatologie, CHU Lapeyronie

Reviewing non recgu




REVIEWER 1 : projet "ldentification par analyse protéomique de nouvelles populations
d’autoanticorps pouvant contribuer a I’¢laboration d’algorithmes pronostiques chez les
malades atteints de polyarthrite rhumatoide dans la cohorte ESPOIR." Par X Vittecoq et X Le
Loet

L'approche est tout a fait pertinente et I'étude du protéome a la recherche de nouveaux
marqueurs un abord original. Pas de probléme de méthodologie, par contre un point me parait
étre soulevé a savoir la faisabilite de l'analyse de 400 prélevements par cette approche
(MALDI-TOF) avec isolement des protéines d'intérét, puis geneése de protéines
recombinantes, puis fixation sur billes pour criblages de cellules.

En dehors de ce point le projet me parait devoir étre soutenu.




REVIEWER 2 : projet "ldentification par analyse protéomique de nouvelles populations
d’autoanticorps pouvant contribuer a I’¢laboration d’algorithmes pronostiques chez les
malades atteints de polyarthrite rhumatoide dans la cohorte ESPOIR." Par X Vittecoq et X Le
Loet

Critique du projet projet manuscrit soulignant deux questions :
-Le serum MO est-il indispensable a ce projet ?
-Si oui, peut-on réduire le volume.

Le manuscrit est adressé a 1’équipe de Rouen.




REVIEWER 1 : Utilité de la radiographie des avant-pieds de % pour la détection des
érosions des rhumatismes inflammatoires débutants

Je ne suils pas sure d'avoir bien compris ce que tu entendais
par "juger la possibilité d'attribuer du matériel ESPOIR au
demandeur".

J'ai lu le dossier qui me parait clair, tres intéressant et
facilement réalisable. La lecture des radios de F et 3/4
pourrait cependant étre réalisée de facon indépendante, et
confrontée a une nouvelle lecture des 2 clichés en méme temps
afin d'éviter que 1l'analyse du cliché de 3/4 ne soit
influencée par celle de face. Le cliché de 3/4 est en effet
peut étre supérieur a la face...




REVIEWER 2 : Utilité de la radiographie des avant-pieds de % pour la détection des
érosions des rhumatismes inflammatoires débutants

Responsable principal : A. Saraux, Brest

L'objectif principal de ce travail est d'étudier l'utilité de la radiographie des avant-pieds de ¥
pour détecter des érosions des avant-pieds.

Les objectifs secondaires sont : (i) étude de l'utilité du cliché de % selon la présence de signes
cliniques d'atteinte des avant-pieds ; (ii) étude de l'utilité du cliché de %. selon la certitude du
clinicien du diagnostic de polyarthrite rhumatoide et selon la présence des criteres ACR 1987
de polyarthrite rhumatoide ; (iii) étude de l'apport de I'échographie et de I'lRM des avant-

pieds versus radiographies standard.

En ce qui concerne I'objectif principal ne s'agit-il pas plutét de I'étude de la "fréquence des
érosions supplémentaires décelée par les radiographies de % des avant-pieds"”. Ne faudrait-il
pas aussi étudier la concordance érosion - radiographie standard / érosion - % ?

En ce qui concerne les objectifs secondaires : (i) ne s'agit-il pas plutdt du lien entre érosions
décelées sur les radiographies de ¥ et signes cliniques ; (ii) n'y a-t-il pas risque d'un
raisonnement circulaire dans la mesure ou l'assurance du diagnostic de PR par le clinicien
dépend en grande partie de la présence d'érosion ; enfin en ce qui concerne (iii) comment va t-
on procéder pour évaluer l'apport de I'échographie et de I'RM versus les radiographies

standard ?

Description du projet de recherche (malades, techniques, méthodologie, déroulement
prévu) : il est proposé de calculer le pourcentage de patients ayant une atteinte érosive des
avant-pieds par deux méthodes distinctes : présence d'érosion : oui / non et score de Sharp
vdH. 11 s'agit 1a d'une autre question sous ensemble de la question principale... a ce propos la
présence dérosion selon une méthode binaire sera t-elle recherchée aux mémes sites

articulaires des avant-pieds que ceux définis par la méthode de Sharp vdH.

Au total, projet intéressant et pertinent sous réserve de :
= Vérifier que la qualité recommandée pour les clichés des avant-pieds soit bonne (quid

des clichés de mauvaise qualité ?)




= Préciser de facon plus détaillée la procédure de lecture : on suppose notamment que
les clichés de % seront présentés en méme temps que les clichés de face du méme
patient...
o Y aurat-il un consensus pour la phase de lecture binaire ? sinon quid ?
o Pour le Sharp vdH quel score retiendra t-on : le score moyen ? mais ici on ne
s'intéresse qu'a la présence oui / non ? Comment faire un Sharp sur un cliché

de ¥4 ?
= S'intéresser principalement voire exclusivement a la sensibilité comparée des
radiographies des avant-pieds de face et des avant-pieds de % + de face pour déceler
des érosions : étude de la concordance.

= Par ailleurs quel est le rble des experts B. Combe et M. Dougados ?

Ce projet a l'avantage de pouvoir étre réalisé dés maintenant dautant quaucun budget

spécifique n'est nécessaire.

En prenant en compte les remarques précédentes, la mise a disposition du matériel Espoir

au demandeur parait tout a fait légitime.



REVIEWER 1 Etude d’association entre des polymorphismes de genes de métalloprotéases
matricielles et le caractére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire débutant
Présenté par : Arnaud CONSTANTIN,

Projet basique, trés standard, visant a tester I’hypotheése de genes candidats associés a un
pronostic érosif péjoratif au cours de polyarthrites débutantes.

La cohorte ESPOIR se préte parfaitement a ce travail qui a pour but de repérer par des marqueurs génétiques les
polyarthrites qui vont devenir érosives et persistantes, qu’il s’agisse de PR ou de non PR au terme de la premiére

année de suivi.

Les deux genes testés seront les génes codant pour les MMP1 et MMP3 et les variants
alléliques étudiés portent sur le polymorphismes des régions promotrices.

Une telle étude est basee sur des travaux provenant de deux groupes différents dont celui du
demandeur et ayant montré une relation entre séveérité anatomique de la PR et polymorphisme
du gene de MMP3. Les résultats pour MMP1 sont actuellement discordants et une troisieme
cohorte (ESPOIR) permettrait de trancher (le mieux serait sans doute une étude de familles
PR plutét que I’étude de cohortes).

La faisabilité est excellente puisqu’il s’agit de répéter sur ESPOIR un travail déja effectué
par cette équipe sur sa propre cohorte « Midi-Pyrénées ».

L’originalité est donc « modeste » et je suggeérerais plutot de tester cette hypothese sur les
familles de PR disponibles a GenHotel.

Le budget devrait étre obtenu par le PHRC régional (demandé) et 1’Association Midi-
Pyrénées santé (déja obtenu).




REVIEWER 2 Etude d’association entre des polymorphismes de génes de métalloprotéases
matricielles et le caracteére persistant et érosif a 1 an d’un rhumatisme inflammatoire débutant
Présenté par : Arnaud CONSTANTIN,

INTERET SCIENTIFIQUE : Le demandeur a précédemment étudi¢ I’association entre
certains polymorphismes des genes des MMP-1 (collagénase-1) et MMP-3 (stromélysine) et
la sévérité structurale de la PR. Une association a été mise en évidence par 2 équipes
indépendantes pour la MMP-3, alors que les résultats étaient discordants pour la MMP-1.
L’objectif du projet proposé est de tester I’association entre des polymorphismes situés dans
les promoteurs de chacun de ces deux genes et le caractere persistant et érosif a 1 an des
polyarthrites incluses dans la cohorte ESPOIR. En cas d’association non fortuite, une analyse
multivariée sera réalisée pour faire ressortir les paramétres prédictifs les plus pertinents.
L’intérét scientifique est certain, la cohorte ESPOIR représentant une excellente opportunité
de tester ce type d’hypothése.

QUALITE METHODOLOGIQUE :

Les techniques de génotypages sont mises au point au laboratoire et ne posent apparemment
pas de probléme particulier, si 1’on en croit les publications du demandeur sur le sujet.

La méthodologie de I’analyse statistique s’appuie sur 1’expertise de 1’unité INSERMUS58
d’Anne Cambon-Thomsen, sur I’organigramme de laquelle figure le demandeur.




