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RESUME 

 

Les spondyloarthrites sont des rhumatismes inflammatoires chroniques fréquents et invalidants 

pouvant amener à des dommages articulaires définitifs difficilement prédictibles. Les 

mécanismes sous tendant la rupture entre un état sain et le déclenchement de la spondyloarthrite 

sont à ce jour insuffisamment compris. Les données les plus récentes démontrent que la 

dysbiose intestinale et l’immunité innée de type 3 occupent une place déterminante dans le 

développement de cette maladie. Afin d’apprécier cette rupture de tolérance induite par des 

agents bactériens, nous avons étudié l’arthrite réactionnelle, sous-groupe de spondyloarthrites 

déclenchées à la suite d’une infection par un agent bactérien spécifique. L’étude du modèle 

murin SKG d’arthrite réactionnelle induite par Chlamydia nous a permis d’identifier que les 

macrophages sont à la fois impliqués dans le développement de l’arthrite médiée par le TNF-

, IL-17 et IL-23 et dans le transport de Chlamydia du tractus génital vers des organes 

périphériques où l’infection peut persister. Ce travail de thèse met en lumière que l’étude des 

modèles animaux amène à une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu dans les 

rhumatismes inflammatoires chroniques. Un des objectifs majeurs des traitements dans la 

spondyloarthrite est d’améliorer la fonction du patient. Afin de faciliter l’étude de ce paramètre 

chez le petit animal nous proposons une nouvelle approche innovante qui permet d’évaluer 

efficacement le retentissement fonctionnel, en limitant les interventions humaines, grâce à des 

cages digitales connectées.  

Il est encore difficile à ce jour de discriminer les patients à risque de développer les formes les 

plus sévères de SpA. L’avenir sera de mieux identifier ces patients afin de proposer une 

approche thérapeutique personnalisée. Au vu de l’implication de l’immunité innée dans ces 

rhumatismes inflammatoires, nous avons étudié l’intérêt de la calprotectine sérique (protéine 

S100A8/A9), alarmine excrétés par les monocytes et neutrophiles. Nous montrons que la 

calprotectine sérique est un biomarqueur d’activité dans les spondyloarthrites débutantes, 

preuve indirecte de l’implication des cellules myéloïdes dans cette pathologie. Cependant la 

calprotectine sérique échoue à identifier les patients à risque de progression structurale. Nous 

avons ensuite étudié ce biomarqueur dans les vascularites à anticorps anti-cytoplasme (ANCA) 

des polynucléaires neutrophiles, pathologie médiée par le neutrophile. Il s’avère que 

l’augmentation des taux de la calprotectine sérique pendant le traitement de maintenance de la 

rémission est associé au risque de survenue d’un déclin de la fonction rénal suggérant l’intérêt 

potentiel de ce biomarqueur dans le suivi des patients atteint par une vascularite à ANCA.  
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Outre l’atteinte articulaire, des atteintes cardiaques telles que des valvulopathies aortiques et 

des atteintes myocardiques sont rapportées dans les spondyloarthrites. A travers un travail de 

méta-analyse nous avons mis en évidence que la prévalence, en échographie trans-thoracique, 

des valvulopathies dans les spondyloarthrites axiales est comparable aux sujets sains. Il existe 

cependant une altération de certains paramètres en faveur d’une dysfonction ventriculaire 

gauche diastolique dont la signification clinique reste à préciser avant de proposer cet examen 

en routine. Enfin, en utilisant une approche fondée sur les preuves et un consensus d'experts, 

nous avons défini un ensemble de variables de base à collecter et à rapporter systématiquement 

après le diagnostic et pendant le suivi des spondyloarthrites axiales en pratique quotidienne.  
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ABSTRACT 

 

Spondyloarthritis is a frequent and severe chronic inflammatory rheumatic disease that can lead 

to permanent joint damage which is difficult to predict. The mechanisms underlying the 

breakdown between a healthy state and the onset of spondyloarthritis are insufficiently 

understood. The most recent data show that intestinal dysbiosis and type 3 innate immunity 

play a key role in the development of this disease. In order to study this rupture of tolerance 

induced by bacterial agents, we studied reactive arthritis, a subgroup of spondyloarthritis 

triggered by a specific bacterial agent. The study of the SKG mouse model of Chlamydia-

induced reactive arthritis allowed us to identify that macrophages are both involved in the 

development of TNF-, IL-17- and IL-23-mediated arthritis and in the transport of Chlamydia 

from the genital tract to peripheral organs. This thesis highlights that the study of animal models 

leads to a better understanding of the mechanisms involved in chronic inflammatory rheumatic 

diseases. One of the major objectives of treatments in spondyloarthritis is to improve the 

function of the patient. In order to facilitate the study of this parameter in small animals, we 

propose a new innovative approach that allows to efficiently evaluate the functional impact, by 

limiting human interventions, using digital connected cages.  

It is still difficult to discriminate patients at risk of developing the most severe forms of SpA. 

The future will be to better identify these patients in order to propose a personalized therapeutic 

approach.  In view of the involvement of innate immunity in these inflammatory rheumatic 

diseases, we studied the interest of serum calprotectin (S100A8/A9 protein), a biomarkers 

excreted by monocytes and neutrophils. We show that serum calprotectin is a biomarker of 

activity in early spondyloarthritis, providing indirect evidence of myeloid cell involvement in 

this disease. However, serum calprotectin fails to identify patients at risk of structural 

progression. We then studied this biomarker in neutrophil anti-cytoplasm antibody (ANCA) 

vasculitis, a neutrophil-mediated disease. We found that increased serum calprotectin levels 

during remission maintenance therapy is associated with the risk of a decline in renal function 

suggesting the potential interest of this biomarker in the follow-up of patients with ANCA 

vasculitis.  

In addition to joint damage, cardiac damage such as aortic valve disease and myocardial injury 

have been described in spondyloarthritis. Through a meta-analysis, we have shown that the 

prevalence of valvulopathy on echocardiography in axial spondyloarthritis is comparable to 

healthy subjects. However, there is an alteration of certain parameters in favor of a left 
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ventricular diastolic dysfunction. The clinical significance remains to be clarified before 

proposing this examination in routine. Finally, in order to improve the management of patients 

with spondyloarthritis, we propose in this thesis a list of variables to be collected and reported 

systematically after the diagnosis and during the follow-up of axial spondyloarthritis 

in daily practice.
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ZAP : Zeta-chain Associated Protein 
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INTRODUCTION 

 

1. Les spondyloarthrites, maladie fréquente et handicapante 

1.1. Le concept des spondyloarthrites 

Les spondyloarthrites (SpA) sont une entité nosologique regroupant plusieurs rhumatismes 

inflammatoires chroniques : spondylarthrite ankylosante (SA), rhumatisme psoriasique, 

arthrites associées aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), arthrite 

réactionnelle, Synovite Acnée Pustulose Hyperostose Ostéite, spondyloarthrite indifférenciée 

et un sous-groupe d’arthrite juvénile (Figure 1). L’ensemble de ces pathologies a été regroupé 

sous le terme de SpA car elles partagent des manifestations cliniques communes ainsi qu’un 

terrain génétique de prédisposition, l’antigène Human Leucocyte Antigen (HLA)-B27 (1). Il 

s’agit du 2ème rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent avec une prévalence variant 

de 0.20% à 1.61% selon les zones géographiques d’études (2). La prévalence des SpA est plus 

forte en Amérique du Nord et en Europe et plus rare en Afrique et en Asie du Sud et Sud-Est 

(2). Les SpA se déclarent habituellement entre la fin de l’adolescence et l’âge de 45 ans.  La 

moyenne d’âge d’apparition des premiers symptômes est de 26 ans (1). 

 

Figure 1. Le concept des spondyloarthrites. 
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1.2. L’enthésite, lésion élémentaire dans les spondyloarthrites et présentation clinique 

Le terme enthèse dérive du grec ancien ἔνθεσις qui signifie « insertion » (3). Il définit en 

anatomie la zone d’insertion des tendons et ligaments à l’os. Il existe plus d’une centaine 

d’enthèses dans le corps humain dont la plupart sont extra-articulaires (3). L’enthèse est une 

structure anatomique essentielle pour transmettre les forces biomécaniques provenant des 

muscles vers les os permettant ainsi les mouvements des différents structures osseuses, base de 

la locomotion. Elles sont aussi impliquées, via les tendons, dans la stabilisation des structures 

osseuses au cours du mouvement. Ces structures sont donc fortement sollicitées par les forces 

biomécaniques. Les enthèses peuvent avoir une zone d’insertion large sur l’os mais ont toujours 

une épaisseur très limitée de l’ordre de quelques millimètres au maximum.  

Il existe deux types d’enthèses : les enthèses fibreuses et fibro-cartilagineuses (Figure 2).  

Les enthèses fibro-cartilagineuses, situées au niveau des épiphyses des os long et des petits os 

(les os du tarse et du carpe), sont constituées de quatre zones distinctes (du tendon à l’os) (4) :  

• Zone fibreuse dense prolongeant le tendon, constituée de fibres de collagène orientées 

et séparées par un tissu conjonctif plus lâche contenant les ténocytes et un nombre 

variable de fibres élastiques.   

• Zone fibrocartilagneuse non calcifiée, avasculaire où les ténocytes sont progressivement 

remplacés par des chondrocytes. 

• Zone fibrocartilagineuse calcifiée, avasculaire où l’on retrouve des cristaux 

d’hydroxyapatite. Cette zone est séparée de façon nette de la précédente par une « ligne 

bleue » basophile dénommée « tidemark ». 

• Zone osseuse composée d’os cortical puis trabéculaire. 

Les enthèses fibreuses, quant à elles, sont retrouvées au niveau des métaphyses et diaphyses 

des os longs, et rattachent des muscles puissants tels que le deltoïde et le grand fessier à l’os.  

Ce type d’enthèse comprend uniquement une zone fibreuse dense prolongeant le tendon qui 

s’insère directement à l’os.   
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Figure 2. L’enthèse.  

 

Représentation schématique d’une enthèse fibro-cartilagineuse et fibreuse. TL : Tendon ou Ligament, TF : Tissu 

conjonctif Fibreux dense, FN : Fibrocartilage Non calcifié, FC : Fibrocartilage Calcifié, OS : tissu Osseux, TM : 

Tide-Mark. Figures issue et adapté de Kemta Lekpa F. et al. (4) 

 

L’atteinte inflammatoire élémentaire dans les SpA siège au niveau de l’enthèse (enthésite), ce 

qui entraine des douleurs inflammatoires pour le patient. L’inflammation locale peut entrainer 

à terme des dommages irréversibles sous la forme d’érosions osseuses ou d’ossification 

cicatricielle de l’enthèse responsable d’une ankylose de l’articulation, alors source d’handicap 

pour le patient. Les SpA se caractérisent par des présentations cliniques variées combinant des 

symptômes pelvi-rachidiens, articulaires et enthésitiques périphériques ainsi que des 

manifestations extra-articulaires. L’atteinte axiale se manifeste par des dorsolombalgies et des 

pygalgies d’horaire inflammatoire. Ces manifestations traduisent l’inflammation survenant au 

niveau de l’articulation sacro-iliaque (sacro-iliite) et au niveau des enthèses du rachis 

(spondylite). Des oligoarthrites des grosses et moyennes articulations, prédominant aux 

membres inférieurs, peuvent aussi survenir. Selon le concept « synovio-enthésitique » introduit 

par McGonagle en 2007, il est possible que l’inflammation survenant au niveau des enthèses se 

propage secondairement au niveau de la membrane synoviale du fait d’une proximité et d’une 

interdépendance fonctionnelle de ces deux structures anatomiques (5). Des enthésites sont aussi 

souvent retrouvées au niveau de l’aponévrose plantaire ou du tendon calcanéen ce qui entraine 

des talalgies inflammatoires.  

 

Le diagnostic repose sur la combinaison d’arguments cliniques, biologiques et d’imagerie. La 

présence d’une sacro-iliite radiologique sur les radiographies standards était auparavant le 

critère indispensable pour retenir un diagnostic de SA (critères de New York modifiés) (6). La 
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radiographie standard ne permettait pas de réaliser un diagnostic précoce de la maladie car il 

fallait attendre que le patient développe après de nombreuses années d’évolution des lésions 

structurales. L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) a été une révolution qui a permis de 

diagnostiquer plus précocement les SpA en mettant en évidence l’œdème inflammatoire de l’os 

sous chondral survenant au niveau des sacro-iliaques, avant même que des lésions structurales 

se développent. Les critères de classification des SpA, actuellement utilisés au niveau 

international et publiés par la société ASAS (Assessment in Spondyloarthritis International 

Society) en 2009, utilisent l’identification d’une sacro-iliite active en IRM comme critère 

diagnostic (7) (Figure 3). 

 

Figure 3. Critères de classification ASAS pour les spondyloarthrites axiales.  

 

Figure adaptée de l’article de Rudwaleit et al. (7). 

 

 

1.3. Manifestations extra-articulaires dans les spondyloarthrites 

L’inflammation dans les SpA ne touche pas uniquement le complexe articulaire et ab-articulaire 

mais touche aussi des zones dites extra-articulaires comme les yeux (uvéites), la peau (psoriasis) 

et l’appareil digestif (maladie de Crohn et rectocolite ulcéro-hémorragique).  

1.3.1. L’uvéite 

L’uvéite est la manifestation extra-articulaire la plus fréquente dans les SpA axiales. Un patient 

sur quatre environ fera au moins un épisode d’uvéite dans leur vie (8). Il s’agit dans la majorité 

des cas d’uvéite antérieure aigue unilatérale qui peuvent entrainer à terme une baisse d’acuité 

visuelle (9). 

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjkwqOY4bfdAhULUBoKHcTJA04QjRx6BAgBEAU&url=https://docplayer.fr/12507294-Le-rachis-inflammatoire-claire-fournier-fcornelis-f-petitpierre-o-hauger-service-d-imagerie-chu-bordeaux.html&psig=AOvVaw29YbQwl84ccNrZHBTZ4cGP&ust=1536920332988025
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1.3.2. Le psoriasis 

La prévalence du psoriasis dans la SA s’élève à 10.2%. Il s’agit le plus souvent d’un psoriasis 

en plaque ou du cuir chevelu mais des atteintes plus discrètes comme l’onychopathie 

psoriasique, l’atteinte du pli interfessier, de l’ombilic ou en rétro-auriculaire ne sont pas rares 

et doivent être recherchées spécifiquement (8, 10).   

1.3.3. Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

Les patients atteints de SpA axiales sont plus sujet à développer une maladie de Crohn ou une 

recto-colite ulcéro-hémorragique que la population générale avec un prévalence estimée de 

6,8% pour la SA (11). Les MICI sont des maladies handicapantes. Elles se manifestent par des 

diarrhées chroniques glairo-sanglantes se compliquant de malabsorption digestive, de fistules 

digestives source d’infection, de sténoses pouvant provoquer des occlusions et d’augmentation 

du risque de cancer colorectal du fait de l’inflammation chronique.  

 

1.4. Spondyloarthrites et comorbidités associées 

De nombreuses comorbidités sont fréquemment associées au SpA. Un travail de méta-analyse 

a estimé que les 5 comorbidités les plus fréquemment rencontrées dans les SpA étaient : 

l’hypertension artérielle (22%), les infections (18%), la dyslipidémie (17%), l’obésité (14%) et 

enfin les maladies cardio-vasculaires (12%) (12). Certaines sont plus fréquemment observées 

dans les SpA que dans la population générale : l’insuffisance cardiaque (« Odds Ratio » 

(OR)=1,84 (Intervalle de Confiance à 95% (IC95%) 1,25-2,73), la dépression (OR=1,80 

(IC95% 1,45-2,23),  l’hypertension artérielle (OR=1,58 (IC95% 1,29-1,92), l’ischémie 

myocardique (OR=1,51 (IC95% 1,21-1,87), les artériopathies périphériques (OR=1,47 (IC95% 

1,10-1,96), les accidents vasculaires cérébraux (OR=1,30 (IC95% 1,04-1,62), le diabète 

(OR=1,14 (IC 95% 1,001-1,30) et les dyslipidémies (OR 1,18 (IC95% 1,01-1,39). Les 

comorbidités sont associées avec une maladie plus sévère, une perte de fonction et un handicap 

plus important, source d’absentéisme au travail et d’une moins bonne qualité de vie (12).    

Une augmentation de la mortalité est rapportée dans les SpA (13-15). 30 à 40% des patients 

décèdent d’une maladie cardio-vasculaire ce qui en fait la première cause de mortalité dans la 

SA (13-15). Les facteurs de risques cardiovasculaires conventionnels, plus fréquemment 

observés dans les SpA, n’expliquent qu’en partie l’augmentation du risque cardiovasculaire 

(16).  

En premier lieu, les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS), très largement utilisés dans les 

SpA, ont été les premiers suspects pour expliquer l’augmentation des évènements 

cardiovasculaires. Les AINS sont connus pour augmenter le risque de maladie cardiovasculaire 
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(17-19). L’effet néfaste des AINS est moins évident dans les SpA. Une méta-analyse publiée 

en 2020 incluant neuf études non randomisées, n'a pas trouvé que les AINS augmentaient le 

risque d’évènement cardiovasculaire dans la SA. Au contraire les AINS étaient même rapportés 

comme protecteur de l’accident vasculaire cérébral (20). Dans la polyarthrite rhumatoïde (PR), 

une augmentation du risque d’évènements cardio-vasculaires n’est observée qu’avec le 

rofecoxib, et non avec les autres AINS, médicament qui a été retiré du marché du fait 

notamment qu’il augmentait le risque d’infarctus du myocarde (21, 22). Les AINS ont un effet 

anti-inflammatoire systémique en diminuant le taux sérique des cytokines pro-inflammatoires 

(« Tumor Necrosis Factor » (TNF), Interleukine (IL)-6, IL-17) dans la SA (23). Certaines 

études retrouvent même, que dans la SA, c’est l’absence d’exposition aux AINS qui est associée 

à une mortalité accrue (13, 24), indiquant que le meilleur contrôle de l’inflammation systémique 

sous AINS aurait un effet bénéfique sur le système cardiovasculaire qui surpasserait les effets 

toxiques de ces médicaments (22). D’autres facteurs sont donc en jeu pour expliquer la 

prévalence accrue des maladies cardiovasculaires. 

Il est reconnu que l’inflammation chronique a un rôle majeur dans l’initiation et l’accélération 

du processus d’athérosclérose. La dysfonction endothéliale est un terme utilisé pour décrire des 

altérations initialement réversibles de la fonction endothéliale. Cette dernière est caractérisée 

par une diminution des capacités de vasodilatations, une augmentation de l’expression 

endothéliale des molécules d’adhésions telles que « InterCellular Adhesion Molecule 1 » 

(ICAM-1), « Vascular Cell Adhesion Molecule 1 » (VCAM-1) et la E-selectine et une 

prolifération des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins (25). Il s’agit du premier 

évènement précédant l’athérosclérose. La dysfonction endothéliale dans les rhumatismes 

inflammatoires chroniques n’est pas expliquée exclusivement par la présence de facteurs de 

risques cardiovasculaires conventionnels mais aussi par la production accrue d’espèce dérivée 

de l’oxygène, d’IL-1β par les monocytes classiques et d’interféron (IFN)-, TNF- et d’IL-2 

par un sous type de lymphocytes T Cluster de Différenciation (CD) 4+CD28null (26).  A terme, 

cette dysfonction endothéliale permet d’alimenter la plaque d’athérome en monocytes et 

lymphocytes T helper (Th) 1 et Th17 responsables de la progression de la plaque mais aussi de 

sa rupture à la suite de la libération de métalloprotéases déstabilisant cette dernière (27, 28). Il 

est fréquent de retrouver une athérosclérose infraclinique dans la SA qui pourrait amener à 

terme à des évènements cardiovasculaires (29). La dysfonction endothéliale ne touche pas 

uniquement les vaisseaux de gros et moyen calibre mais aussi la microcirculation notamment 

coronaire qui ne peut pas être évaluée en coronarographie standard. Pourtant les artérioles intra 

murales qui mesurent moins de 0,1 mm sont essentielles car elles sont responsables en très 
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grande partie des modulations du flux sanguin nécessaire afin de répondre à la demande 

métabolique du myocarde. La réserve coronaire représente la capacité maximale 

d’augmentation du flux sanguin coronarien en situation d’hyperhémie par rapport à l’état basal. 

L’existence d’une diminution de la réserve coronarienne, évaluée en échocardiographie ou en 

tomographie à émission de positons, est un facteur de risque important prédictif de survenue 

d’un évènement cardiovasculaire (respectivement =4,58 IC95% 3.58–5.87 et risque relatif 

(RR)=2.44 (95% CI 1.80–3.30)) (30). Une méta-analyse a montré que la réserve coronarienne 

était significativement altérée dans les rhumatismes inflammatoires chroniques (Lupus, PR, SA, 

Behcet, Sclérodermie systémique et Sjogren) (31) . Une seule étude a évalué le flux de réserve 

coronarienne dans la SA par échographie trans thoracique. Dans cette étude une altération du 

flux coronarien de réserve était mise en évidence dans la SA dont la sévérité était corrélée avec 

les taux de TNF- circulant (32). La preuve du lien entre inflammation et survenue 

d’évènement cardiovasculaire a été démontré dans l’essai thérapeutique CANTOS. Dans cette 

étude un inhibiteur de l’IL-1β, le canakinumab, diminuait significativement la survenue 

d’évènement cardiovasculaire majeur chez des sujets à très haut risque (33). Cet effet de 

prévention des évènements cardiovasculaires a aussi été observé avec la colchicine (34). 

L’inflammation chronique provoque une dysfonction endothéliale, première étape amenant au 

développement de l’athérosclérose, responsable d’une dysfonction microcirculatoire 

circulatoire entrainant une ischémie myocardique. La dysfonction endothéliale au cours du 

processus inflammatoire pourrait expliquer l’augmentation du risque d’insuffisance cardiaque 

et d’ischémie myocardique observé dans la SA. 

 

Au vu de ce constat, il parait essentiel de dépister et de prendre en charge l’ensemble de ces 

comorbidités. L’« European League Against Rheumatism » (EULAR) a proposé des points à 

considérer afin de recueillir efficacement les comorbidités, sans directives claires sur la gestion 

de ces comorbidités et leurs facteurs de risque, principalement parce que les recommandations 

nationales divergent dans les pays européens (35). En utilisant une approche fondée sur des 

données probantes suivies par un consensus d'experts, des lignes directrices spécifiques 

françaises ont été adaptées à partir des points EULAR afin d'élaborer des recommandations de 

dépistage et de gestion des comorbidités adaptées au rhumatologue (36). Malgré ces 

recommandations, l’implémentation en pratique clinique courante reste faible. Nous avons 

évalué que 97,8% des SpA ont au moins une recommandation non à jour et que 84,4% ont au 

moins une recommandation, portant sur la prise en charge des pathologies cardiovasculaires, 

non réalisée (37). Devant ce constat, des programmes de dépistage et de prise en charge 
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systématique des comorbidités ont été montés en France et notamment au Centre Hospitalier 

Universitaire de Grenoble Alpes. Ces programmes commencent à montrer leur efficacité avec 

notamment une réduction de près de 50% du nombre d’hospitalisation dans l’année faisant suite 

à cette prise en charge (38).  

 

Il a été initialement rapporté dans la littérature que les formes anciennes de SA développaient 

des insuffisances aortiques, des aortites de l’aorte ascendante et des troubles de la conduction 

(39). A ce jour, l’intérêt du dépistage des valvulopathies et de l’insuffisance cardiaque par la 

réalisation d’une échographie trans-thoracique systématique n’est pas évoqué dans les 

recommandations européennes ou françaises (35, 36). Afin de répondre à cette question, et du 

fait d’une littérature discordante sur ce sujet, j’ai effectué un travail de méta-analyse visant à 

évaluer la prévalence des dysfonctions systoliques et diastoliques ainsi que des valvulopathies 

dans la SA, sans antécédent connu de maladie cardio-vasculaire. Ce travail sera présenté dans 

le chapitre 3 de la thèse.   

  

1.5. Prise en charge des spondyloarthrites 

L’objectif thérapeutique principal, défini dans les recommandations françaises de prise en 

charge des SpA, est « d’améliorer la qualité de vie, de contrôler les symptômes et 

l’inflammation, de prévenir les dommages structuraux, de préserver ou restaurer les capacités 

fonctionnelles, l’autonomie et la participation sociale des patients » (40) . Afin d’atteindre ces 

objectifs, de nombreux scores ont été construits afin de juger de l’activité du rhumatisme et son 

retentissement sur la fonction et la qualité de vie du patient. Les scores composites d’activité 

(« Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index » (BASDAI), « Ankylosing Spondylitis 

Disease Activity Score » (ASDAS)) sont utilisés en recherche et en pratique clinique afin de 

déterminer l’activité du rhumatisme pouvant amener à des adaptations thérapeutiques.  

 

Les AINS sont le traitement de première ligne des SpA. Dans les formes périphériques un 

traitement de fond conventionnel synthétique (csDMARDs, « conventional synthetic Disease-

Modifying Antirheumatic Drugs » : méthotrexate, sulfasalazine, léflunomide) et/ou des 

infiltrations locales articulaires de corticoïdes peuvent être proposés en cas d’inefficacité. Les 

biothérapies, apparues dans le début des années 2000, ont révolutionné la prise en charge des 

SpA. Ces anticorps monoclonaux et récepteurs solubles ont été construits pour inhiber 

initialement le TNF- puis d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-17 et l’IL-23. 
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Plus récemment, de petites molécules solubles inhibant la voie des Janus Kinase (JAK), ont 

démontré leur efficacité dans les SpA axiales et ont obtenu l’autorisation de mise sur le marché 

peuvent maintenant être utilisées en clinique (41-43).  Ces traitements, maintenant bien 

implémentés dans la pratique quotidienne des rhumatologues, sont prescrits en cas d’échec des 

traitements précédemment cités. 

 

Outre les scores composites d’activité (ASDAS et BASDAI) qui sont utilisés en pratique 

courante et mentionnés dans les recommandations de prise en charge des SpA, les 

rhumatologues ont de nombreux autres outils pour évaluer plusieurs composantes du 

rhumatisme (interrogatoire, auto-questionnaires, examen physique, imagerie, biologie …). Ce 

nombre de paramètres possible à évaluer est important et entraine donc des divergences dans 

l’évaluation au diagnostic et pendant le suivi des patients atteint de SpA axiale. La 

standardisation de la prise en charge du diabète via la réalisation d’une revue systématique de 

paramètres au moment du diagnostic (« revue systématique initiale ») et au cours du suivi 

(« revue systématique périodique ») a montré son intérêt et est implémenté depuis des années 

en pratique clinique. Ces constatations préliminaires ont amené à lancer une initiative visant à 

proposer une liste de variables à collecter et à rapporter systématiquement juste après le 

diagnostic et pendant le suivi chez les patients souffrant de SpA axiale dans la pratique 

quotidienne. J’ai réalisé une revue systématique de la littérature, visant à évaluer l’intérêt des 

examens d’imagerie et de biologie dans les SpA axiales, qui a été présenté au cours des 

Rencontres d’Experts en Rhumatologie. Ce travail s’est finalisé par la publication d’un article 

recensant l’ensemble des variables à recueillir dans la SpA. Cet article sera présenté dans le 

chapitre 3 de la thèse. 

 

2. Les spondyloarthrites, rhumatisme inflammatoire à l’étiopathogénie 

encore incomplètement comprise  

Malgré de nombreuses années de recherche, la physiopathologie exacte des SpA n’est, à ce 

jour, pas connue. Le modèle physiopathologique expliquant actuellement la survenue des SpA 

combine des facteurs génétiques, le stress mécanique, des facteurs environnementaux et des 

modifications du microbiote digestives qui vont influencer l’immunité innée responsable des 

manifestations rhumatologiques.  

 

2.1. Le HLA-B27, facteur génétique associé aux spondyloarthrites  
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Très rapidement l’observation de l’agrégation de cas familiaux dans les SpA a fait évoquer une 

origine génétique à cette maladie. Ainsi, 75,0 % des jumeaux monozygotes développent 

simultanément une SA contre 12,5% pour des jumeaux dizygotes (44). Une étude menée en 

Islande a montré qu’il existait un sur-risque de développer une SA pour les descendants au 1er 

degré (RR=75,5 ; IC95% (60,2-93,9)), 2ème degré (RR=20,2 ; IC95% (15,2-30,2)) et jusqu’au 

3ème degré (RR=3,5 ; IC95% (2,2-5,7)) (45). Ces données montrent qu’il existe une héritabilité 

non négligeable dans les SpA. 

 

En 1973, Caffre et James ont mis en évidence que la SA était fortement associée à un antigène 

du complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH), l’antigène HLA-B27 (46, 47).  Cet 

antigène est codé par le locus B de la région du complexe majeur d’histocompatibilité situé sur 

le chromosome 6 (48).  Il est composé d’une chaine lourde alpha et d’une chaine légère la β2 

microglobuline et est exprimé dans toutes les cellules nuclées (48). Les domaines 1 et 2 de 

la chaine lourde forment une poche qui peut contenir un peptide antigénique à présenter aux 

lymphocytes T cytotoxiques CD8+. 

Environ 90% des sujets atteints de SA sont HLA-B27 positifs contrastant avec une prévalence 

estimée de 8% dans la population caucasienne. L’association entre HLA-B27 et SpA est la plus 

forte association génétique connue liant un allèle HLA à une pathologie humaine (49). Un 

patient HLA-B27 positif développera dans 1% à 5% des cas une SpA, ce risque augmentant à 

15-20% si un parent du premier degré est affecté.  Une étude réalisée en France a estimé que le 

risque de développer une SpA pouvait même être multiplié par 39 chez les patients HLA-B27+ 

(50).  

Afin d’explorer l’implication du HLA-B27 dans le développement des SpA, des rats 

transgéniques sur-exprimant le HLA-B27 et la bêta-2 microglobuline humaine ont été produits. 

Ces rats transgéniques développent des arthrites périphériques, des spondylites et une 

inflammation chronique de l’intestin prédominant au colon, mimant les manifestations des SpA 

observées chez les patients (51).   

Plusieurs hypothèses physiopathologiques ont donc été avancées pour expliquer la survenue 

des SpA chez les patients HLA-B27 positifs (52). A ce jour, le rôle exact du HLA-B27 dans la 

pathogénèse des SpA reste encore incertain. 

 

2.1.1. La théorie du peptide arthritogène 

La fonction primaire du HLA-B27 est de présenter des courtes séquences antigéniques aux 

lymphocytes T cytotoxiques CD8+ permettant de reconnaitre le soi du non-soi. Très rapidement 
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la première hypothèse émise a été la théorie du peptide arthritogène. Cette théorie est basée sur 

le fait que le HLA-B27 reconnaitrait spécifiquement des antigènes du soi ou microbien 

présentant une certaine homologie avec des protéines du soi (mimétisme moléculaire). Ainsi, 

la présentation de ces antigènes sélectionnerait des lymphocytes T CD8+ spécifiques auto-

réactifs qui exerceraient leurs propriétés cytotoxiques directement dans l’articulation, d’où la 

dénomination de peptide arthritogène.  

Plusieurs constatations ont alimenté cette hypothèse. Tout d’abord a été observé que des 

infections bactériennes intracellulaires digestives (Salmonella, Yersinia, Campylobacter) ou 

génito-urinaires (Chlamydia trachomatis), survenant chez des patients HLA-B27 positif, 

amenaient au développement d’une forme de SpA, l’arthrite réactionnelle. Des lymphocytes 

CD8+ reconnaissant spécifiquement des antigènes spécifiques de Chlamydia ou de Yersinia 

présentés par le HLA-B27 infiltrent les articulations des patients atteints d’arthrite réactionnelle 

(53-55). Au cours de l’infection à C. trachomatis un épitope bactérien, l’ADN primase, est 

apprêté puis présenté par le HLA-B27. Or, il s’avère que cet épitope partage une forte 

homologie avec des protéines du soi, elles aussi connues pour être des ligands naturels du HLA-

B27, laissant suspecter le déclenchement d’une réaction auto-immune par mimétisme 

moléculaire (56). Les lymphocytes CD8+ infiltrent les enthèses et les articulations des patients 

atteints de SA (57, 58) et certains ont une auto-réactivité dirigée contre les protéines du soi 

provenant du cartilage (collagène II, collagène VI) (59, 60).  

Cependant, l’invalidation du gène CD8a ou la déplétion de lymphocytes CD8+ dans le modèle 

de rat transgénique HLA-B27/β2microglobuline n’affecte pas l’apparition et la sévérité de la 

SpA. Cela suggère que les lymphocytes T CD8+ ne sont pas essentiels dans la 

physiopathogénèse de cette maladie (61, 62). De plus les allotypes HLA-B27 associés à la SA, 

malgré des changements d’acide aminé dans la poche de liaison à l’antigène, n’ont pas une 

préférence absolue de liaison pour une séquence peptidique particulière (63).    

Une origine bactérienne de ce peptide arthritogène, qui aurait une homologie avec des protéines 

du soi, semblait donc probable. Malgré de nombreuses études sur le sujet, aucune donnée 

convaincante n’a établi l’existence d’une séquence peptidique responsable spécifiquement de 

l’arthrite.  

 

2.1.2. Théorie de l’homodimérisation des chaines lourdes 

Le HLA-B27 a un résidu cystéine en position 67, situé dans la poche B, qui a tendance à donner 

des versions mal repliées du HLA-B27. Ainsi, au cours de la formation et du recyclage du HLA 

B-27, des chaines lourdes libres ou des homodimères de chaine lourde peuvent se constituer 
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(47, 64). Ces homodimères d’HLA-B27 et les chaines lourdes libres se retrouvent alors 

exprimés à la surface de la cellule entrainant une activation de cellules « Natural Killer » (NK) 

et des lymphocytes Th17 (65, 66).  Le récepteur « Killer cell immunoglobulin-like receptor 

3DL2 » (KIR3DL2) a une haute affinité pour ces homodimères de HLA-B27 (65). KIR3DL2 

est d’ailleurs sur-exprimé par les cellules NK et les lymphocytes CD4+ chez les patients atteint 

de SpA (67). La majorité des lymphocytes Th17 expriment à leur surface le KIR3DL2, 

récepteur qui induit une sécrétion d’IL-17, cytokine responsable des manifestations articulaires 

dans les SpA, une fois lié aux homodimère B27 (68, 69).   Les « leukocyte immunglobulin-like 

receptors » (LILR) A1, B2 et B5 reconnaissent aussi les homodimère B27 et les chaines lourdes 

(49). Ces récepteurs sont exprimés par de nombreuses cellules immunitaires (neutrophiles, 

éosinophiles, macrophages, cellules dendritiques, NK, lymphocytes T et B…) et sont connus 

pour être impliqués dans la modulation de nombreuses fonctions immunitaires (production 

cytokinique et d’anticorps, présentation d’antigène…) (70). Néanmoins, le lien entre 

l’interaction de LILR avec les homodimères B27 et le déclenchement de la réaction 

inflammatoire responsable de l’arthrite n’est pas clairement démontré (49).   

 

2.1.3. Théorie du stress du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique est un organite intra-cellulaire des cellules eucaryotes situé à 

proximité du noyau impliqué dans la synthèse, la modification, le repliement et le contrôle 

« qualité » des protéines. Les protéines ne répondant pas aux exigences de qualité sont alors 

dégradées par la voie du protéasome. Le réticulum endoplasmique peut être soumis à un stress 

s’il voit survenir l’accumulation de protéines en son sein, entrainant le dépassement de ses 

capacités à répondre à cette sollicitation. Ce stress peut être produit en cas d’accumulation de 

protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique occasionnant une réponse des protéines 

mal repliées (« unfolded protein response » (UPR)) visant à ramener la cellule dans des 

conditions homéostatiques. Le HLA-B27, comparé à d’autres antigènes du CMH, est connu 

pour se replier lentement amenant à une mauvaise conformation. Par ces propriétés, le HLA-

B27 s’accumule en grande quantité dans le réticulum endoplasmique et entraine une réponse 

UPR. La réponse UPR est initié par des capteurs de stress que sont la protéine « inositol-

requiring 1α » (IRE1α), la « Protein R-like endoplasmic reticulum kinase » (PERK) et 

« activating transcription factor 6 » (ATF6). Dans des conditions physiologiques « Binding 

Immunoglobulin Protein » (BIP, aussi appelée « Heat Shock 70 kDa Protein 5 (HSPA5)) est 

associé IRE1α ce qui permet de réprimer son activité. Dans des conditions de stress, BIP se 

dissocie de IRE1α pour se fixer à des protéines mal repliées. Ainsi, IRE1 se dimérise et se 
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phosphoryle pour induire une cascade d’activation complexe conduisant à la transcription de 

gènes spécifiques de la réponse UPR (71) (Figure 4).  

 

Figure 4. Inositol-requiring proteine 1 (IRE1), Protein R-like endoplasmic reticulum 

kinase (PERK), Activating transcription factor 6 (ATF6) et stress du réticulum endoplasmique 

 

 

 

A-IRE1 est inactivé quand il est associé à Binding Immunoglobulin Protein (BIP). L’accumulation de protéines 

mal repliées (« Misfolded protein ») entraine une dissociation de BIP afin que ce dernier se fixe aux protéines mal 

repliées. IRE1 forme des homodimères et est phosphorylé induisant son activation. IRE1 est ensuite responsable 

d’un épissage non conventionnel de l’ARNm de « X box-binding protein 1 » (sXBP1), facteur de transcription 

impliqué dans la réponse UPR.  
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B- IRE1, PERK et ATF6 sont des capteurs de stress entrainant l’activation des facteurs de transcriptions sXBP1, 

ATF4 et ATF6f impliqués dans la transcription des gènes impliqués dans la réponse aux protéines mal repliées 

(Unfolded Protein Response, UPR). IRE1 peut activer le facteur de transcription NF-B. 

Figure issue de l’article de Claudio Hetz (71).  

 

IRE1 et ATF6 sont capables d’activer notamment le facteur de transcription NF-B, impliqué 

dans la polarisation M1 des macrophages, et la synthèse de cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNF-α, l’ IL-6 et IL-1β (72). Le stress du réticulum endoplasmique engendre l’activation 

de l’inflammasome «NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3» (NRLP3) via la 

réponse UPR mais aussi via la génération de dérivés réactifs de l’oxygène, de la modification 

des flux calciques et du métabolisme des stérols (73). Une activation UPR par le mauvais 

repliement de l’antigène HLA-B27 entraine une production accrue d’IL-23 par les macrophages 

dans les modèles animaux de rats transgéniques surexprimant de nombreuses copies d’HLA-

B27 et de beta microglobuline humaine (74, 75). La démonstration de l’existence d’un stress 

du réticulum endoplasmique peine à être démontrée chez l’homme. L’accumulation de 

protéines HLA B-27 mal repliées dans le réticulum endoplasmique ne semble pas, 

contrairement à ce qui est observé dans les modèles animaux, induire un stress du réticulum 

endoplasmique associée à une réponse UPR dans le tissu synovial des patients atteint de SA 

(76). Le stress du réticulum endoplasmique ou l’activation de la voie UPR n’est pas retrouvée 

non plus dans les macrophages des patients HLA-B27 et n’explique pas la production accrue 

de TNF, IL-23, IL-12, IL-10 et de « C-X-C Motif Chemokine Ligand » (CXCL) 9 (77, 78). 

Certaines données suggèrent même que la production d’IL-23 dans les SpA au niveau de 

l’intestin est plutôt sous la dépendance de l’autophagie que de la réponse UPR (79). 

 

2.1.4. Théorie de la sélection du microbiote intestinal  

Une des dernières hypothèses à mentionner est que le HLA-B27 pourrait favoriser la sélection 

d’un microbiote intestinal qui favoriserait le déclenchement de la SpA. Les rats transgéniques 

HLA-B27 ne déclenchent pas d’arthrite dans un environnement dépourvu de germes (« germ 

free »). Dans des conditions d’élevages exemptes de pathogènes spécifiques (« Specific 

Pathogen Free » (SPF)), ces rats développent spontanément des manifestions de SpA avec une 

inflammation colique associée à une altération de leur composition de leur microbiote cæcal 

(80). Les résultats de plusieurs équipes suggèrent que le HLA-B27 influence la sélection du 

microbiote digestif chez les sujets sains ce qui pourrait expliquer la dysbiose observée dans la 
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SA (81, 82). Les mécanismes reliant l’existence d’une dysbiose et les SpA sont développées 

dans la partie 2.5 

 

Figure 5 : Implications possibles du HLA-B27 dans la pathogénèse de la spondylarthrite 

ankylosante.  

 

1- Théorie du peptide arthritogène : le HLA-B27, chargé de néoantigènes présentant une homologie avec des 

protéines du soi, est acheminé à la surface des cellules et induit l'activation des cellules T CD8+. 2- Théorie de 

l’homodimérisation des chaines lourdes :  des chaînes lourdes libres ou des homodimères de HLA-B27 se 

retrouvent exprimés à la surface des cellules durant le recyclage des molécules de HLA-B27 par la voie 

endocytique. Les homodimères d’HLA-B27 entrainent l’activation des récepteurs KIR3DL2 à la surface des 

cellules Th17, mais aussi des NK, amenant à une production accrue d’IL-17 responsable de l’inflammation 

articulaire. 3- Théorie du stress du réticulum endoplasmique (RE) : le mauvais repliement des protéines dans le 

RE engendre un stress conduisant à l’activation de la voie de la réponse aux protéines non pliées (UPR) responsable 

d’une production accrue d’IL-23 (activation de l’axe IL-23/IL-17). 4- Théorie de la sélection du microbiote 

intestinale : le HLA-B27 participe à la sélection intestinale d’agents bactériens entrainant un dysbiose responsable 

de l’activation locale de cellules de l’immunité innée sécrétrices d’IL-17 (ILC3, lymphocytes T  ) et d’une 

perméabilité accrue intestinale responsable de translocation de produits bactériens. 

Figure adaptée de l’article Chengappa G. Kavadichanda et al. (49) 

 

2.2. Les spondyloarthrites, maladie auto-immune ? 

L’association entre les SpA et des facteurs génétiques impliqués dans la présentation des 

antigènes laisse penser que les SpA sont une maladie auto-immune. 

Les maladies auto-immunes se caractérisent par une réponse inappropriée du système 

immunitaire adaptatif dirigée contre des antigènes du soi. Des lymphocytes B et T, 
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reconnaissant spécifiquement des antigènes du soi, présents dans certains organes, vont exercer 

leurs fonctions effectrices dans ces derniers ou produire des auto-anticorps ce qui entrainera des 

dommages tissulaires. La présence d’auto-anticorps peut être retrouvée plusieurs années avant 

le développement de la maladie. 

 

Contrairement à d’autres rhumatismes inflammatoires chroniques, comme la PR, aucun auto-

anticorps n’est actuellement recherché dans les SpA en pratique clinique.  Le terme de 

« spondyloarthrites séronégatives » est d’ailleurs utilisé dans la littérature afin de les 

différencier des autres rhumatismes inflammatoires chroniques, reconnus comme étant 

d’origine auto-immune (PR, Lupus érythémateux systémique, Sjögren…). Néanmoins, ces 

dernières années, des auto-anticorps ont été identifiés dans cette maladie. De nombreux 

anticorps ont été décrits comme étant retrouvés dans les SpA : anticorps dirigés contre les 

agents microbiens (anticorps anti-Saccharomyces cerevesiae, anticorps anti-Escherichia coli 

outer membrane porin C, anticorps anti-flagelline (anti-CBir1)), contre la β2 microglobuline 

qui est associée au CMH de type 1, anticorps anti- « heat shock protein » (HSP) 65, anti-14-3-

3η, anti-vimentine citrullinée … (83). Cependant, le nombre d’études est limité avec, parfois, 

des études contradictoires. Aussi, il s’avère que ces auto-anticorps sont retrouvés dans d’autres 

maladies auto-immunes que les SpA, ce qui laisse difficilement entrevoir que ces auto-anticorps 

jouent un rôle pathogénique responsable de l’enthésite.  

 

En revanche, certains auto-anticorps retrouvés dans les SpA sont dirigés contre des protéines 

majeures régulatrices de l’ostéogénèse laissant penser qu’ils pourraient avoir un rôle 

pathogénique en favorisant l’ossification des enthèses (syndesmophytes).  L’expression de 

sclérostine, antagoniste de la voie Wnt/β-catenin, est diminuée dans les ostéocytes et le sérum 

des patients avec une SA ou une SpA. La sclérostine est également associée au risque de 

développer de nouveaux syndesmophytes ou des lésions structurales au niveau des sacro-

iliaques (84, 85). Luchetti et al. ont démontré que les SpA avec des manifestations axiales (SA 

ou SpA axiale associée aux MICI) développaient des immunoglobulines G anti-SOST qui se 

liaient à la sclérostine libre dans le sérum, diminuant la fraction libre impliquée dans l’inhibition 

de la formation osseuse (86). Néanmoins ces auto-anticorps sont aussi retrouvés à des taux plus 

faibles chez le sujet sains (87). Des taux élevés d’IgG anti Noggin, antagoniste de la voie 

signalisation des « Bone morphogenetic protein » (BMP), sont aussi présent dans la SA (87). 

La « Protein Phosphatase Magnesium-Dependent 1A » (PPM1A) est une phosphatase qui 

régule les voies de signalisation du BMP et de Wnt. Quand PPM1A est sur-exprimé, comme 
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observé dans la membrane synoviale des patients avec une SA, il favorise la différentiation 

ostéoblastique des ostéoprogéniteurs induisant la minéralisation de matrice (88, 89). Des 

niveaux élevés d’anticorps anti-PPM1A sont observés dans deux cohortes de SA et sont 

associés au risque de développement de lésions structurales au rachis (88, 89). Ces auto-

anticorps diminuaient sous traitement anti-TNF (89). Cette réaction humorale pourrait 

expliquer le développement de syndesmophytes au rachis chez ces patients. 

 

Les auto-anticorps les plus décrits dans la littérature restent néanmoins les anti CD74. Une 

méta-analyse récente montre que le taux sérique des immunoglobulines (Ig) G et IgA anti-CD74 

est significativement augmenté dans les SpA, comparé à des sujets sains. Ces anticorps ont une 

sensibilité modérée et une haute spécificité pour le diagnostic de SpA (90).  Le CD74, aussi 

appelé chaine invariante du CMH de classe II, permet d’adresser ce dernier du réticulum 

endoplasmique rugueux vers les endosomes contenant des peptides antigéniques apprêtés 

destinés à être présentés par le CMH. Le CD74, empêche la fixation prématurée d’un peptide 

au CMH de classe II en cours de formation. Le CD74 est connu pour avoir une haute affinité 

pour le « macrophage migration inhibitory factor » (MIF) qui est augmenté dans le sérum des 

patients avec une SA et dont les taux sont associés au risque de progression structurale (91, 92). 

MIF stimule la production de TNF par les monocytes et la minéralisation osseuse par les 

ostéoblastes en agissant sur la voie Wnt/β-caténine (91). Des anticorps anti-CD74 sont capables 

de se lier au CD74, de l’activer et provoquer l’activation de la voie « nuclear factor-kappa B » 

(NF-B), la prolifération et la survie des lymphocytes B (93). Le CD74 est aussi un antigène 

reconnu spécifiquement par les lymphocytes CD4+ des patients avec une SpA, entrainant une 

réponse Th1 et Th17 accrue (94). L’ensemble de ces études laissent suggérer une implication 

des anticorps anti-CD74 dans la physiopathogénèse des SpA.  

 

Très récemment, Wilbrink et al. ont identifié dans le sang de patients atteints de SpA axiale une 

expansion des plasmablastes et des cellules B CD27-CD38lowCD21low. Cette dernière 

population est connue pour être associée à des maladies auto-immunes mais dans ce travail 

aucune association avec l’activité du rhumatisme n’était démontré (95). 

Cependant, les anticorps anti-CD20 (Rituximab), entrainant une déplétion des lymphocytes B 

effecteurs mais pas des plasmocytes, sont très peu efficaces dans les SpA (96, 97). Ces données 

suggèrent, pour l’instant, que les lymphocytes B ne jouent pas un rôle prépondérant dans 

l’inflammation articulaire contrairement à la PR. 
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Il existe une expansion des lymphocytes Th17 dans le sang périphérique des patients atteints de 

SA alors que les lymphocytes T régulateurs sont diminués comparativement à des sujets sains, 

indiquant un déséquilibre de la balance Th17/Treg (T régulateurs) (98). Il est bien reconnu que 

l’IL-17 est une cytokine clef dans la pathogénèse des SpA et une excellente cible thérapeutique. 

Néanmoins, les lymphocytes Th17 ne sont pas l’unique source de l’IL-17 dans les SpA car de 

nombreuses cellules immunitaires innées sont capables de produire cette cytokine. 

 

Comme discuté dans la partie 2.1, malgré l’association forte entre le HLA-B27 et les SpA, il y 

a actuellement peu d’arguments convaincants qui sous entendent que des lymphocytes CD8+ 

auto-réactifs soient responsables des manifestations inflammatoires dans les SpA. 

 

Les preuves de l’implication du système immunitaire adaptatif sont limitées mais laissent quand 

même suggérer une certaine contribution dans la pathogénèse de cette maladie. 

 

2.3. Les spondyloarthrites : une maladie auto-inflammatoire de l’enthèse ? 

De plus en plus de preuves amènent à penser que les SpA sont des maladies auto-inflammatoires 

plutôt que des maladies auto-immunes (99). Le concept de maladie auto-inflammatoire a été 

introduit en 1999 par McDermott et al. afin de regrouper des maladies initialement rares se 

caractérisant par la survenue d’épisodes incontrôlés d’inflammation systémique. Les maladies 

auto-inflammatoires regroupent des maladies caractérisées par une activation aberrante du 

système immunitaire inné sans que soit mis en évidence des titres élevés d’auto-anticorps ou de 

lymphocytes T spécifiques d’auto-antigènes (100, 101). Un continuum peut exister entre les 

maladies auto-inflammatoires et auto-immunes. En effet, le système immunitaire inné joue un 

rôle important dans l’activation du système immunitaire adaptatif grâce notamment à ses 

fonctions de cellule présentatrice d’antigène. Ainsi, il peut déclencher une réponse B et T 

pouvant induire à terme des lymphocytes T auto-réactifs et/ou la production d’auto-anticorps 

répondant aux critères de maladie auto-immune (100, 102).  

Les maladies auto-inflammatoires systémiques ont des présentations cliniques très hétérogènes 

mais partagent des symptômes communs. L’atteinte du système musculosquelettique avec les 

arthralgies et arthrites en fait partie, tout comme des atteintes extra-articulaires telle que la 

fièvre fluctuante et les éruptions cutanées. Il est observé dans certaines maladies auto-

inflammatoires des lésions de psoriasis, manifestation extra-articulaire des SpA (103). Les 

maladies auto-inflammatoires systémiques peuvent être d’origine monogénique (fièvre 
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méditerranéenne familiale (mutation du gène MEFV), syndrome périodique associé à la 

cryopyrine (mutation du gène NLRP3 codant la cryopyrine), syndrome périodique associé au 

récepteur du TNF (mutation du gène TNFR1)…) ou polygénique (maladie de Behçet, arthrite 

juvénile idiopathique systémique, maladie de Still, syndrome de Schnitzler, maladie de Crohn, 

Synovite Acné Pustulose Hyperostose Ostéite …)  

 

Les principaux mécanismes pathogéniques responsables des maladies auto-inflammatoires 

incluent : 

• L’activation de l’inflammasome, complexe important dans la détection et la réponse 

aux pathogènes intra-cellulaires et molécules de danger, amenant à la production de 

l’IL-1 β par l’activation de la caspase-1,  

• L’activation de la voie de l’IFN de type I  

• L’activation des facteurs de transcription NF-B.  

Les SpA ne se caractérisent cependant pas par la survenue d’une syndrome inflammatoire 

important : près de 40% des patients ont un niveau de protéine C-réactive (CRP) normal (104), 

contrastant avec ce qui est observé dans d’autres maladies auto-inflammatoires chroniques. Il 

sera développé ci-dessous les arguments suggérant que les SpA pourraient être des maladies à 

composante auto-inflammatoire localisée au niveau de l’enthèse et de l’intestin. 

 

2.3.1. Le stress mécanique des enthèses dans les spondyloarthrites 

Le stress mécanique est un facteur central dans le développement des enthésites. Des sur-

sollicitations de groupes musculaires sont connues pour entrainer des tendinites avec enthésites 

(exemple « tennis elbow » ou « golfer’s elbow »). Une proportion non négligeable d’athlètes et 

militaires (105, 106) ou de femmes qui viennent d’accoucher  (106, 107), développent des 

sacro-iliites inflammatoires magnétiques comme dans les SpA. Ceci apporte une preuve 

supplémentaire que les contraintes mécaniques peuvent induire une réaction inflammatoire 

localisée. Cependant cette inflammation localisée de l’os sous chondral s’améliore 

spontanément dans l’année après l’accouchement sans que des érosions se développent, laissant 

suggérer un défaut de résolution de l’inflammation dans les SpA (107, 108). Il est aussi possible 

que le seuil de stimulation mécanique nécessaire au développement d’une réponse 

inflammatoire au niveau des enthèses soit diminué dans les SpA. Ce phénomène est d’ailleurs 

déjà décrit dans le psoriasis (phénomène de Koebner).  

La prostaglandine E2, produit par la cyclooxygénase, est un médiateur sécrété localement dans 

l’enthèse par les cellules résidentes mésenchymateuses. La prostaglandine E2 ainsi produite 
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agit comme agent vasodilatateur au niveau des vaisseaux transcorticaux de l’os provoquant un 

recrutement de cellules immunitaires directement de l’os sous chondral qui vont se diriger vers 

la zone fibrocartilagineuse de l’enthèse auparavant avasculaire. Les données en IRM mettent 

d’ailleurs très souvent en évidence un œdème inflammatoire de l’os sous chondral en regard de 

la zone d’insertion de l’enthèse.  

Des travaux sur des modèles animaux ont permis de préciser le lien entre stress mécanique et 

arthrites et enthésites. Les souris atteintes d’arthrite induite par le collagène (CIA), ne 

déclenchent pas d’arthrites aux pattes arrière quand les contraintes mécaniques sont supprimées 

(suspension par la queue). Au contraire, les mêmes souris soumises à des contraintes 

mécaniques augmentées déclenchent une arthrite plus précoce. Ces observations ont été 

confirmées dans le modèle TNFΔARE (109, 110). Fait très intéressant, les souris Rag2-/- 

déficientes en cellules T et B croisées avec des souris TNFΔARE (109) ou utilisées dans le modèle 

d'arthrite induite par des anticorps au collagène (CAIA) (110) répondent de la même façon au 

stress mécanique, mettant en avant l’impact prépondérant du système immunitaire inné dans la 

phase d’initiation de l’arthrite (110). Le stress mécanique permet la chronicisation de 

l’inflammation en outrepassant les capacités de résolution de l’inflammation des lymphocytes 

Treg entretient la destruction articulaire sur les zones de contraintes sans influencer la 

production d’auto-anticorps (110, 111). L’absence d’augmentation du taux circulant des 

cytokines pro-inflammatoires suggère que la contrainte mécanique a un effet localisé à 

l’articulation (111). Les cellules mésenchymateuses des tendons sont capables de détecter les 

stimuli mécaniques et de sécréter localement en réponse du « chemokine ligand » (CCL) 2. Le 

CCL2 favorisent le recrutement de monocytes classiques pro-inflammatoires, principal 

précurseur des ostéoclastes responsables des érosions articulaires (110).  Enfin, les lésions 

locales causées par le stress mécanique sont responsables de la libération de plusieurs motifs 

moléculaires associés aux dégâts ou alarmines (« Damage Associated Molecular Pattern » 

(DAMP)), telles que des protéines du choc thermique et des composants de dégradation de la 

matrice extra-cellulaire, dans les tendons qui peuvent perpétuer l’inflammation locale et 

entrainer sa chronicisation (111).  L’ensemble de ces phénomènes met en évidence que les 

contraintes mécaniques favorisent le recrutement de cellules de l’immunité innée et 

entretiennent l’inflammation locale. 
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2.3.2. Immunité innée et voie IL-23/IL-17 dans les spondyloarthrites 

Des études d’association pangénomique ont révélé une association entre les SpA et plusieurs 

polymorphismes nucléotidiques dans des gènes directement impliqués dans la signalisation de 

l’IL-17 : l’IL17-A, IL-17RA, les sous unités IL-23 p19 et IL-12 p40, le récepteur IL-23, 

« Tyrosine Kinase 2 » (TYK2), « TRAF3 Interacting Protein 2 » (TRAF3IP2) et « Signal 

transducer and activator of transcription » (STAT) 3 (112). Une augmentation des taux d’IL-17 

et d’IL-23 est retrouvé dans le sang périphérique des patients atteints de SA (113, 114).  

L’IL-23 est une cytokine composée de deux sous unités, l’IL-23p19 spécifique de l’IL-23 et 

l’IL-12/23p40, sous unité partagée avec IL-12. Les principales cellules productrices d’IL-23 

sont les macrophages activés et les cellules dendritiques (115). L’IL-23 est connu pour être 

impliqué dans la génération de cellules Th17 à partir de cellules T CD4+ naïves (Th0), via la 

transduction du facteur de transcription « RAR-related orphan receptor gamma » (RORt). 

L’IL-6 et le « Transforming Growth Factor » (TGF) β, eux aussi produits par le macrophage, 

induisent des Th17 à partir de Th0, permettant l’expression du récepteur de l’IL-23 (116). L’IL-

23 stabilise cette différenciation et induit une expansion de cette population (117). Les Th17 

synthétisent de l’IL-17, IL-21 et IL-22. Dans les SpA peuvent survenir, à la fois des érosions, 

et des productions osseuses sur différents sites anatomiques.  L’IL-17A est impliqué à la fois 

dans ces deux phénomènes même si son implication dans la formation osseuse est plus sujet à 

controverse. L’IL-17 est capable de stimuler la production du ligand « receptor activator of 

nuclear factor- B » (RANKL) et inhibe dans le même temps la voie Wnt dans les ostéoblastes 

(112). Ce mécanisme est responsable d’une augmentation locale des ostéoclastes qui sont 

responsables des érosions. Dans le même temps l’IL-17A augmente la différenciation locale en 

ostéoblastes des cellules mésenchymateuses et stimule l’activité ostéoblastique par la 

signalisation JAK2/STAT3 (112, 118). L’efficacité de l’inhibition par anticorps monoclonal de 

l’IL-17A (secukinumab, ixekizumab) et de la sous unité p19 de l’Il-23 (guselkumab) dans la 

SpA axiale ou le rhumatisme psoriasique a permis de confirmer l’implication centrale de cette 

cytokine dans la SpA (119). Très naturellement, la production accrue d’IL-17 a été mise sur le 

compte d’une expansion des Th17 (98) mais de nombreuses cellules de l’immunité innée 

semblent capables de produire  de l’IL-17 et expriment le récepteur à l’IL-23 faisant rediscuter 

les cellules qui sont à l’origine de cette cytokine (120).  

 

L’étude du processus inflammatoire survenant dans les enthèses des patients atteints de SpA 

est difficile car il n’est pas possible de réaliser des prélèvements locaux sans provoquer des 

lésions irréversibles pour le patient. La plupart des travaux menés porte donc sur l’étude 
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d’enthèses provenant de pièces opératoires de patients souffrant d’arthrose ou de biopsies 

synoviales.  Ces dernières années plusieurs travaux ont été réalisés afin d’identifier les cellules 

responsables d’une production accrue d’IL-17 localement dans l’enthèse. Il s’avère qu’il s’agit 

essentiellement de cellules de l’immunité innée.  

 

En 2012, Sherlock et al. ont démontré que la sur-expression d’IL-23 par la technologie ADN 

minicercle était suffisante pour induire le développement de manifestations de SpA telle que 

des enthésites, des enthésophytes, des arthrites, du psoriasis et une aortite chez la souris. Ces 

manifestations étaient expliquées par la présence de lymphocytes IL23R+RORγt+CD3+CD4-

CD8- résidents dans l’enthèse et dans l’aorte. Ces cellules en réponse à l’IL-23 produisent de 

l’IL-17 et de l’IL-22 impliqués dans la formation d’enthésophytes (121). Une étude ultérieure 

a permis de mieux caractériser ces lymphocytes résidents qui s’avèrent être des lymphocytes T 

  qui sont la source principale d’IL-17A dans l’enthèse (122). Ces lymphocytes T γδ résidents 

dans les enthèses sont aussi retrouvés chez l’homme avec deux sous-groupes capables de 

produire de l’IL-17 en réponse à l’IL-23 (Vδ2) ou non (Vδ1) (123). La plupart des lymphocytes 

T γδ chez la souris sont produits au cours du développement embryonnaire et de la période 

néonatale. Ils se développent au niveau du thymus puis migrent dans les muqueuses (intestin, 

poumon, derme, appareil reproducteur) où ils résident. Ces cellules expriment les récepteurs 

pour l’IL-1, IL-6, IL-18, IL-23 et le TGF-β mais aussi le TLR2, le « Dendritic cell associated 

C lectin 1 » (dectin 1) et les « natural killer receptors » (NKRs) leur permettant de répondre à 

de nombreux signaux de danger et d’être activés par l’environnement cytokinique local (120, 

124). Le « T cell receptor » (TCR) , à la différence du β, est plus restreint et reconnait de 

nombreux antigènes sans qu’une présentation par le CMH soit nécessaire. Ces cellules sont 

programmées pour produire de l’IL-17, d’ailleurs elles partagent des caractéristiques 

phénotypiques avec les Th17 : expression facteur transcription RORT et STAT3 ainsi que des 

récepteurs de surface (récepteur IL-23, « C-C Motif Chemokine Receptor » (CCR) 6) (120). 

 

Les cellules lymphoïdes innées de type 3 (« innate lymphoid cells » (ILC) 3) sont produits dans 

la moelle osseuse à partir du progéniteur commun lymphocytaire, mais à la différence des 

lymphocytes T et B, ils n’expriment pas de TCR ou de « B Cell Receptor » (BCR). Ils 

colonisent ensuite les tissus lymphoïdes mais aussi le derme, l’intestin, le poumon et le foie. 

Les ILC3 résident dans les tissus et sont impliqués dans la défense des infections bactériennes 

et fongiques extra-cellulaires. Ils sont activés par l’IL-1β et l’IL-23 et produisent de l’IL-17 et 
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IL-22 responsables du recrutement de neutrophiles et de production de peptides antimicrobiens 

par les muqueuses. Cuthbert et al. ont identifié que des ILC3 résidents dans les enthèses saines 

des ligaments interépineux chez l’Homme. Dans ce travail, la costimulation par de l’IL-23 et 

de l’IL1β des cellules résidentes dans l’enthèse était responsable d’une augmentation de 

l’expression de l’IL17 et à moindre mesure de l’IL22 sans que ce travail n’aborde l’origine 

cellulaire de ce phénomène (125). De façon intéressante, la proportion d’ILC3 résidente dans 

l’enthèse (0,25% des lymphocytes) est inférieure à ce qui est observé dans l’intestin et la peau 

ce qui laisse suggérer que l’exposition à des facteurs environnementaux pourrait être 

responsable d’une expansion de cette population (125).   

 

L’os sous chondral des articulations zygapophysaires du rachis des patients atteints de SA 

établie est infiltré par des cellules productrices d’IL-17 qui s’avèrent être très majoritairement 

des précurseurs myéloïdes Myéloperoxydase (MPO) + et des neutrophiles CD15+ et non des 

lymphocytes CD3+ Th17 (126). Ces données sont néanmoins sujet à controverse depuis que 

Tamassia et al. ont décrit grâce à l’utilisation de plusieurs techniques (RT-qPCR, ELISA, 

immunohistochimie, immunofluorescence, cytométrie en flux, « western blot » et de 

immunoprécipitation de la chromatine) que les neutrophiles humains ne produisaient pas d’IL-

17A, B et F. De plus, ils ont mis en évidence que certains anticorps du commerce ciblant l’IL-

17A se fixent à des protéines intracellulaires dans le neutrophile qui ne sont pas de l’IL-17 

(127). 

 

L’analyse histologique des biopsies des sacro-iliaques de patients, présentant un œdème 

inflammatoire en IRM dans le cadre d’une SpA, mettent en évidence la présence d’un infiltrat 

de CD68+ macrophages et de lymphocytes CD3+ contrastant avec la quasi-absence de cellules 

B CD20+ (128). En 2019, Bridgewood et al. ont identifié la présence de cellules myéloïdes 

CD14+ HLADR+ CD11c+ comme source principale d’IL-23 dans l’enthèse chez l’Homme 

(129). Malgré une caractérisation incomplète, ces cellules myéloïdes pourraient être des 

macrophages. En effet, il a été montré précédemment que la zone fibrocartilagineuse de 

l’enthèse au cours de l’enthésite dans les SpA est le siège d’une néovascularisation et d’une 

infiltration  par des macrophages CD68+ (130). Ces données confirment l’étude menée par 

Appel et al. qui ont constaté que les précurseurs myéloïdes MPO+ étaient la source principale 

d’IL-23 au niveau des articulations zygapophysaires du rachis de patients atteints de SA, suivi 

par les macrophages CD163+ et macrophages CD68+ (131). Aucun neutrophile MPO+ CD15+ 

ne produisait de l’IL-23 dans cette étude. Ces données laissent suggérer un rôle prépondérant 
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des macrophages dans l’initiation et l’entretien de l’inflammation dans l’enthèse des patients 

atteint de SpA via la production d’IL-23. 

 

2.3.3. Macrophages et spondyloarthrite 

2.3.3.1. Macrophage, cellule de l’immunité innée chef d’orchestre dans le 

processus inflammatoire 

Les macrophages résident dans de nombreux tissus. Ils ont une double origine, embryonnaire 

et hématopoïétique. 

Durant la vie embryonnaire, des progéniteurs érythro-myéloïde du sac-vitellin vont se 

différencier en macrophage et vont coloniser le système nerveux central pour donner la 

microglie mais aussi d’autres tissus comme le foie, l’intestin et les poumons. Il s’avère que ces 

macrophages ont la capacité de s’auto-renouveler localement de façon indépendante de la 

moelle osseuse (132, 133).  

La majorité des macrophages tissulaires proviennent des monocytes circulants issus de la 

moelle osseuse qui vont migrer dans les tissus pour se différencier en macrophages.  

Durant l’hématopoïèse, les cellules souches hématopoïétiques vont se différencier en cellules 

myéloïdes progénitrice (CFU-GEMM pour « Colony Forming Unit-Granulocytaire 

Erythrocytaire Monocytaire Megacaryocytaire ») puis sous l’action du GM-CSF 

(« Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor ») en CFU-GM (« Colony Forming 

Unit-Granuleuse Macrophage Megacaryocyte »). Enfin, sous l’action du M-CSF 

(« Macrophage-Colony Stimulating Factor ») des monoblastes puis pro-monocytes vont se 

former pour enfin donner des monocytes qui seront relâchés dans le sang circulant. 

Chez la souris, deux populations de monocytes circulants également répartis sont décrits. Les 

monocytes dits classiques pro-inflammatoires : Ly6ChiCCR2hiCX3CR1low qui vont migrer dans 

les tissus pour renouveler les macrophages résidents à la suite d’une agression ou être recrutés 

via le processus inflammatoire. Et les monocytes dit « résidents » Ly6ClowCCR2lowCX3CR1hi 

qui patrouillent dans le sang contribuant au maintien de l’intégrité de la barrière endothéliale et 

qui participent au renouvellement des macrophages résidents en condition physiologique (134). 

Chez l’homme, la répartition est différente avec 90% de monocytes « classiques » circulants 

CD14hiCD16- (134).  

Les macrophages sont des cellules sentinelles qui résident dans les tissus. Ce sont les premières 

cellules immunitaires à être en contact avec les agents pathogènes agressant les tissus. Ils sont 

équipés de plusieurs récepteurs à leur surface impliqués dans la reconnaissance des agents 

pathogènes, la phagocytose, la présentation des antigènes et la reconnaissance de cytokines et 
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molécules de danger leur permettant de développer leur activité antimicrobienne. Les 

macrophages expriment des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (« Pattern 

recognition receptor » (PRR)) qui sont capables de reconnaitre des molécules simples avec une 

structure moléculaire régulière spécifique des pathogènes aussi appelées motifs moléculaires 

associés aux agents pathogènes (« Pathogen-associated molecular pattern » (PAMP)) 

(lipopolysaccharides, peptidoglycanes…) ou provenant des tissus endommagés, les motifs 

moléculaires associées aux dommages (DAMP). Les récepteur toll-like (TLR) exprimés à la 

membrane et des récepteur intracellulaire tels les récepteurs NOD like (NLR) appartiennent à 

la famille des PRR. Les macrophages identifient aussi les bactéries par l'intermédiaire des 

récepteurs Fc reconnaissant le fragment Fc des anticorps opsonisant les bactéries, par les 

récepteurs du complément et par des récepteurs éboueurs ou « scavenger ». L’ensemble de cet 

arsenal leur permet de reconnaitre rapidement, et sans nécessairement l’intervention d’autres 

cellules immunitaires, les agents pathogènes afin de les phagocyter. L’agent bactérien, ainsi 

reconnu par les récepteurs de surface des macrophages, va être englobé dans la membrane 

plasmique afin de former une phagosome. Ce phagosome fusionnera ensuite avec des 

lysosomes formant ainsi des phagolysosomes qui ont un contenu acide, riche en peptides 

antimicrobiens et en radicaux libres entrainant la destruction de l’agent pathogène. 

Les macrophages sont aussi des cellules présentatrices d'antigènes (CPA). Les agents 

pathogènes sont transformés en peptides pour être ensuite présentés au système immunitaire 

adaptatif via le CMH I après un traitement par la voie de l’autophagie ou par le CMH II (135).   

Outre leurs fonctions immunitaires consistant à répondre aux molécules de danger et aux 

agressions microbiennes pour défendre l’hôte et leur fonctions présentatrice d’antigènes, les 

macrophages ont des fonctions indispensables au maintien de l’homéostasie tissulaire. Ils sont 

impliqués dans l’élimination des globules rouges en fin de vie, dans l’élimination des débris 

cellulaires générés lors des remodelages tissulaires et des cellules rentrant en apoptose. Ils sont 

essentiels également dans la résolution de l’inflammation et la réparation des tissus, permettant 

au tissu de revenir à la normale dans les suites d’une agression (134). Ce mécanisme de 

régulation est primordial car la non-résolution de l’inflammation entraine l’accumulation de 

dommages tissulaires chroniques et de signaux de danger entretenant ainsi une inflammation 

prolongée. 

 

2.3.3.2. Polarisation macrophagique 

Le concept de polarisation macrophagique s’inspire des travaux menés pour décrire les 

lymphocytes T effecteurs selon leur fonction immunologique (Th1, Th2, Th17…).  Deux types 
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de polarisation représentant deux extrêmes ont été introduits pour décrire l’état d’activation des 

macrophages : la polarisation M1 des macrophages classiques activés pro-inflammatoire et M2 

pour les macrophages alternatifs aux propriétés anti-inflammatoires. Ces états différents 

d’activation sont induits par des stimuli spécifiques entrainant une expression dirigée de 

marqueurs de surface, de cytokines et chimiokines responsables des fonction pro et anti-

inflammatoires des macrophages.  Le macrophage est une cellule très plastique et peut passer 

d’un état de polarisation à l’autre. Les polarisations M1 et M2 ont été définies in vitro. In vivo, 

la polarisation macrophagique doit plutôt être vue comme un continuum d’états d’activation du 

macrophage évoluant de façon dynamique dans le temps, influencé par le micro-environnement 

tissulaire, naviguant entre ces deux conditions extrêmes M1 et M2 définis in vitro. Les 

macrophages M1 surviennent dans un environnement pro-inflammatoire, médié principalement 

par les TLR et l’IFN-, et sont impliqués dans l’immunité dirigée contre les bactéries et les 

agents pathogènes intracellulaires. Les macrophages M2, en hommage à la réponse Th2, ont 

quant à eux un rôle dans l'immunité dirigée contre les helminthes mais aussi l'asthme et les 

allergies (136). 

 

In vitro, la polarisation M1 résulte de l’activation de macrophages par des agonistes des TLR 

tels que les lipopolysaccharides (LPS) en association avec l’IFN-. Les macrophages M1 sont 

caractérisés par l’expression du TLR-2 et 4, CD80, CD86, iNOS et le CMH II et la production 

de cytokines pro-inflammatoires TNF-, IL-1-, IL1β, IL-6, IL-12, IL-23, CXCL9, CXCL10, 

CXCL11, CXCL16, CCL5 (137). STAT1 et NF-B sont les deux voies intracellulaires 

principales impliquées dans la polarisation M1. Les macrophages M1 sont pro-inflammatoires 

et ont une activité antimicrobienne forte ainsi qu’antitumorale. 

 Les macrophages M2 sont considérés comme anti-inflammatoires. Ils expriment à leur surface 

le CD163, CD206, CD209, FIZZ1 et Ym1/2 et le récepteur au mannitol, et, produisent des 

cytokines anti-inflammatoires, l’IL-10 et le TGF-β, ainsi que de nombreuses chimiokines parmi 

lesquelles le CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 et CCL24 mais aussi le « vascular endothelial 

growth factor » (VEGF) impliqué dans l’angiogenèse (137). Ces macrophages M2 ont une 

fonction anti-inflammatoire, de résolution de l’inflammation, de néo-angiogenèse, de 

réparation tissulaire et ils favorisent la formation et le développement des tumeurs. La voie 

principale de cet état d’activation passe par STAT6.  Quatre sous-groupes de macrophage M2 

sont décrits (137) : 
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• Les macrophages M2a : activés par l’IL-4 et/ou IL-13, ils expriment l’IL-10, le TGF-β 

et des chimiokines telles que CCL17, CCL18 et CCL22.  

• Les macrophages M2b : induits par les complexes immuns, les ligands du TLR et l’IL-

1β, ils produisent des cytokines à la fois pro et anti-inflammatoires telles que l’IL-10, le TNF-

, l’IL-1β, IL-6. Ces macrophages contrôlent la réaction immunitaire. 

• Les macrophages M2c : induits par l’IL-10 ou TGF-β ou les glucocorticoïdes, ils 

sécrètent de l’IL-10, TGF-β, CCL16 et CCL18. Ces macrophages sont impliqués dans la 

phagocytose des corps apoptotiques. 

• Les macrophages M2d : survenant à la suite d’une costimulation par les agonistes des 

TLR et des agonistes du récepteur à l’adénosine, ils relâchent dans leur micro-environnement 

de l’IL-10 et du VEGF favorable à la néo angiogenèse. 

 

2.3.3.3. Macrophages et spondyloarthrites 

Les premières études sur les macrophages dans les SpA se sont concentrées à décrire les 

populations retrouvées dans la membrane synoviale au cours de l’arthrite. Ces études ont laissé 

penser qu’une polarisation prépondérante M2 caractérisait les SpA. 

Les macrophages CD163+ s’accumulent dans la couche bordante ou intima (« synovial lining 

») et dans la couche sous intimale (« synovial sublining ») de la membrane synoviale des 

patients atteints de SpA, mais aussi dans la lamina propria des colons (138). Cette infiltration 

par les macrophages CD163+ est plus importante dans la SpA que dans la PR et corrèlent avec 

les marqueurs de l’inflammation systémique (138, 139). Les anti-TNF permettent, par ailleurs, 

de diminuer l’infiltrat de macrophages CD163+ (138, 140). Parmi plusieurs paramètres 

histologiques, le nombre de CD68+ macrophages dans la sous intima et le nombre de CD163+ 

macrophages dans l’intima de la membrane synoviale aide à identifier un sous-groupe de 

patients ayant une activité de la maladie élevée, et ce indépendamment du sous-type de SpA, 

de la durée de la maladie ou du traitement entrepris (141). Ces données supportent un rôle 

prépondérant des macrophages dans le processus inflammatoire survenant dans les SpA (141).  

Le récepteur CD163 ou récepteur éboueur (« scavenger »), est un marqueur connu de 

polarisation M2 (IL-10). Il est probable que le micro-environnement articulaire, plutôt que 

l’existence d’une prédisposition monocytaire à une polarisation M2, est impliqué dans la 

polarisation des macrophages articulaires. D’ailleurs, le liquide synovial des patients atteints de 

SpA dirige in vitro la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 (sur-expression 

CD163 et CD200R). Cette différence d’environnement local au niveau articulaire pourrait 

expliquer la présence accrue des macrophages sur-exprimant le CD163 dans la SpA (142). Le 
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CD206 (récepteur du mannose) soluble, marqueur de polarisation M2a, contrairement au 

CD163 soluble (sCD163), est significativement augmenté, même si l’association reste faible, 

chez les patients présentant une SpA axiale avec des dommages structuraux aux sacro-iliaques. 

Cela suggère que les macrophages M2 alternatifs sont impliqués dans la physiopathogénèse des 

SpA axiales (143). Il existe également, comme observé dans l’articulation, une accumulation 

de macrophages polarisés M2 dans l’intestin des patients avec une SpA. Ainsi, contrairement à 

ce qui est observé dans la maladie de Crohn, il existe une augmentation concomitante des 

macrophages impliqués dans la résolution de l’inflammation (iNOS+, IL-10+), des 

macrophages polarisés M2 (CD163+CCL24+) et une absence de CD14+ macrophages pouvant 

expliquer que l’inflammation digestive observée dans la SA reste infraclinique du fait d’un 

environnement local tissulaire anti-inflammatoire (144). 

Néanmoins, la présence du CD163+ n'est pas suffisant à lui seul pour définir un phénotype M2 

(145, 146). Un potentiel facteur confondant doit être soulevé qui pourrait expliquer la différence 

de proportion de macrophages CD163+ observée dans la SpA vs. PR décorrélant ce marqueur 

de l’état de polarisation macrophagique. Le CD163 membranaire peut se retrouver sous forme 

soluble à la suite du clivage par la métalloprotéase « A Disintegrin And Metalloprotease 17 » 

(ADAM17), aussi appelée « TNF Alpha Converting Enzyme » (TACE), protéase impliquée 

dans le clivage du TNF transmembranaire le rendant ainsi soluble (139, 147). Il existe une 

diminution de l’activité d’ADAM17 dans les synoviocytes et cellules mononuclées 

périphériques des patients avec une SpA, comparativement aux patients avec un PR, entrainant 

une expression plus élevée de TNF transmembranaire dans la synovite des patients SpA et une 

diminution du CD163 soluble dans le liquide synovial des patients SpA comparativement à la 

PR (148). Une autre étude plus récente a d’ailleurs révélé, qu’excepté le CD163+, les autres 

marqueurs de surface de polarisation macrophagique n’étaient pas différents dans les SpA 

comparés aux PR (149). Aussi, les macrophages dérivés des monocytes des patients avec SpA, 

dans des expériences ex vivo, n’avaient pas de prédisposition à se polariser préférentiellement 

vers un type de macrophages en présence d’IFN-, IL-4 et IL-10 (149).   

Depuis, de nombreuses recherches ont mis en lumière que les monocytes et macrophages dans 

les SpA ont une propension à produire des quantités plus importantes de cytokines pro-

inflammatoires, ce qui est en faveur d’une polarisation préférentielle M1. Il existe une 

augmentation des monocytes classiques (CD14++CD16-) circulant dans les SpA (150, 151) 

contrastant avec les résultats d’une précédente étude (149). Les macrophages et les monocytes 

sont dans un état de pré-activation dans la SpA responsable d’une production accrue d’IL-1β et 

d’IL-23. Des expérimentations, chez les rats transgéniques sur-exprimant l’HLA-B27 et la beta-
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2-microglobuline humaine, démontrent que le stress du réticulum endoplasmique induit par le 

mauvais repliement du HLA-B27, entraine une expression accrue d’IL-23p19 dans les 

macrophages en réponse à une stimulation par le LPS (74). De nombreux travaux rapportent 

des capacités augmentées des macrophages des patients atteints de SpA à produire de l’IL-23 

(78, 152-155) sans qu’un lien avec le stress du réticulum endoplasmique ait été confirmé  (78). 

Des DAMPs, tel l’adénosine, sont aussi capables d’augmenter la production d’IL-23 par les 

macrophages en se liant spécifiquement au récepteur adénosine A2A2 (155).  

Les monocytes des patients atteints de SpA sont caractérisés par un état de pré-activation in 

vivo entrainant aussi une production accrue d’IL-1β, à la suite d’une stimulation par le 

« Muramyl Dipeptide » (MDP, activateur de NOD2), et de « Fibroblast Stimulating 

Lipopeptide 1 » (FSL-1, activateur TLR 2/6), alors que les capacités de production de l’IL-10 

sous stimulation par LPS sont diminuées (150). De façon intéressante, les monocytes des 

patients avec une SpA, même sans stimulation, produisent plus d’IL-1β comparés à ceux de 

sujets sains (150). La production de cytokines par les monocytes est d’ailleurs associée à une 

activité BASDAI plus élevée (150). La préactivation des macrophages est donc responsable 

d’une production locale d’IL-23 et d’IL-1 accrue, entrainant l’activation des cellules 

immunitaires innées résidentes dans les enthèses (ILC3, lymphocytes T). Ces dernières 

produisant en réponse de l’IL-17 et IL-22 impliqués dans l’enthésite et les productions osseuses 

(129, 131). Cet état de pré-activation monocytaire pourrait être induit par une augmentation du 

LPS circulant, du fait d’une perméabilité intestinale accrue (156), ou par une production accrue 

de molécule de dangers. Ces macrophages pré-activés pourraient aussi avoir une origine 

digestive. Une augmentation de la fréquence des monocytes 

CD14++CD16+CX3CR1+CD59+CCR9+IL-23+TL1A+ est retrouvée dans le sang et le liquide 

synovial des patients atteints de SA (157). Ces monocytes présentent des facultés de 

phagocytose augmentée, une signature pro-inflammatoire en analyse transcriptomique et la 

présence du CCR9, marqueur du « homing » intestinal suggèrent une origine intestinale. Les 

macrophages CX3CR1+ migrent de l’intestin vers les ganglions mésentériques du fait d’un 

sécrétion tissulaire accrue de CX3CL1 favorisée lorsqu’il existe une dysbiose intestinale. Ils 

sont capables, chez la souris, de transporter des Salmonelles non invasives et de migrer vers les 

ganglions mésentériques et d’engager une réponse immunitaire T par la surexpression de CD80 

(158).  

Récemment, a été montré dans le modèle murin SKG de SpA l’existence d’une dysrégulation 

de la myélopoïèse favorisant la production de progéniteurs des granulocytes-monocytes. Ce 

phénomène est expliqué par une synthèse accrue de GM-CSF entrainant, de façon assez 
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surprenante, la formation des zones de myélopoïèse extramédullaire dans les articulations de 

ces souris ce qui permet de fournir en continu des monocytes/macrophages et des neutrophiles 

ce qui entretient l’arthrite. Chez l’homme, la proportion de monocytes, comparativement aux 

lymphocytes, est augmentée (ratio lymphocyte/monocyte) et associée à des formes plus sévères 

(sacro-iliite grade IV) (159), signe potentiel indirect de l’existence d’une dysrégulation de 

l’hématopoïèse. 

 

Enfin dans la SA, les concentrations sériques de « Monocyte chemoattractant protein 1 » (MCP-

1, aussi dénommée CCL2), puissant facteur chimiotactique pour les monocytes, sont 

augmentées par rapport à des patients souffrant de lombalgies chroniques (160). Comme déjà 

présenté, le CCL2 peut être sécrété par les cellules mésenchymenteuses des tendons à la suite 

d’un stimulus mécanique entrainant l’attraction de nombreux monocytes dans l’enthèse. Ainsi, 

il est envisageable que des monocytes pré-activés par des produits bactériens provenant de 

l’intestin ou transportant des bactéries soient attirés dans l’enthèse par une voie CCL2 

dépendante. En sécrétant de l’IL-23 localement ces derniers activent les ILC3 et lymphocytes 

T responsable de l’enthésite.  

 

2.3.4. Inflammasome et spondyloarthrites 

Les inflammasomes sont des complexes oligomériques qui s’assemblent dans le cytosol en 

réponse à la détection de motifs bactériens ou de molécules de danger, conduisant à l’activation 

par protéolyse des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18 sous l’effet de la caspase 1. 

L’inflammasome est composé de plusieurs unités protéiques : le détecteur, la caspase 1 et 

l’adapteur les reliant. Il existe de nombreux types d’inflammasomes, caractérisés par plusieurs 

détecteurs différents, permettant d’identifier un large panel de signaux activateurs. La plupart 

des détecteurs sont de la famille des NLRs dont le plus connu est le NLRP3.  L’inflammasome 

NLRP3 est exprimé notamment dans les macrophages et les neutrophiles. NLRP3 est activé par 

de nombreux signaux (acide urique, diminution concentration intra-cellulaire en potassium, 

cristaux de cholestérol, dérivés réactifs de l’oxygène…) ce qui entraine l’agrégation de 

plusieurs molécules de NLRP3 qui vont se combiner à la protéine adaptatrice « apoptosis-

associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain » (ASC) qui en retour 

va se lier avec la pro-caspase 1. Cette agrégation va entrainer le clivage de la pro-caspase 1 en 

caspase 1 qui va ainsi être activée. La caspase 1 ainsi libérée va donc cliver la pro-IL-1β et pro-

IL-18 en leur forme active et peut induire un phénomène de pyroptose (161). Cette voie se 

retrouve souvent activée dans les maladies auto-inflammatoires (Figure 6). 
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Figure 6. L’inflammasome 

 

L’activation des recpeteurs toll like (TLR) par des protéines de danger (DAMPs) induit l’activation du facteur de 

transcription NF-B impliqué dans la transduction des composants de l’inflammasome (NLRP3, apoptosis-

associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC), pro-caspase 1) et de la pro-IL-1β 

et pro-IL-18. Un deuxième signal (acide urique, diminution concentration intra-cellulaire en potassium, cristaux 

de cholestérol, dérivés réactifs de l’oxygène…) entraine l’agrégation de plusieurs molécules de NLRP3 qui vont 

se combiner à la protéine adaptatrice (ASC) qui en retour va se lier avec la pro-caspase 1. Ainsi l’inflammasome 

NLRP3 est activé conduisant au clivage de la pro-caspase 1 en caspase 1 qui s’active. La caspase 1 ainsi libérée 

clive la pro-IL-1β et pro-IL-18 en leur forme active. La caspase-1 clive également la Gasdermin-D en N-terminal 

Gasdermin-D impliqué dans le phénomène de mort cellulaire, la pyroptose, entrainant une libération massive de 

DAMPs en extra-cellulaire. 

Figure issue de l’article de Mulay et al. (161) 

 

Les cellules mononucléées périphériques sanguines des patients atteints de SA expriment 

nativement et en réponse au LPS une quantité accrue des composants de l'inflammasome 

(NRLP3, ASC) et de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β, l'IL-23 et l'IL-17A par 

rapport aux témoins sains (153, 162). In vitro, les macrophages polarisés en M1 (stimulation 

par IFN- et LPS) expriment et produisent plus d’IL-1β, que des patients contrôles, confirmant 

une dysrégulation de la voie de l’inflammasome dans la SA (154).  Ceci explique 
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l’augmentation de la sécrétion d’IL-1β et IL-18 observée dans les sérums de ces patients (153) 

Une activation de l’inflammasome survient dans l’iléon des patient atteints de SA, conduisant 

à une production accrue d’Il-1β, IL-18 et une augmentation du phénomène de pyroptose (153). 

Cette activation de l’inflammasome est aussi retrouvée chez les rats transgéniques HLA-B27 et 

se corrige à la suite d’un traitement par antibiotiques (vancomycine et méropénem), faisant 

suggérer un rôle du microbiote dans l’activation locale de l’inflammasome (153). L’inhibition 

de l’activation de NLRP3 par un inhibiteur pharmacologique (MCC950) entraine une 

suppression de l’inflammation digestive et retarde l’apparition de l’arthrite dans le modèle SKG 

induit par le curdlan. Ceci indique que l’inflammasome peut être impliqué dans la phase initiale 

de développement de l’arthrite et dans l’inflammation digestive (153).  Enfin l’inflammasome, 

par un mécanisme dépendant de l’IL-1β, est capable de stimuler la production d’IL-23 par les 

monocytes et cellules dendritiques, cytokine importante impliquée dans l’enthésite dans les 

SpA (153, 163).  

 

2.4. La calprotectine, protéine de danger aux propriétés bactéricides 

Les monocytes des patients atteints de SA sont préactivés, attirés au niveau de l’enthèse via le 

CCL2 entrainant une sécrétion accrue locale d’IL-1β et d’IL-23. Ceci est responsable du 

déclenchement et de l’entretien de l’inflammation via l’activation de cellules immunitaires 

résidentes dans l’enthèse. Les motifs moléculaires associés aux dommages aussi appelés 

alarmines, sont des molécules endogènes, rapidement libérées dans le milieu extra-cellulaire de 

façon passive par les cellules à la suite de lésion tissulaire ou de façon active en réponse à un 

stress cellulaire. Les alarmines contribuent à la fois à l’initiation, l’amplification et l’entretien 

de l’inflammation articulaire au cours des rhumatismes inflammatoires chroniques. Elles sont 

à la fois impliquées dans l’activation de l’immunité innée en stimulant directement les 

phagocytes, et dans la modulation de l’immunité adaptative par l’engagement des cellules 

dendritiques. Ces cellules présentatrices d’antigène migrent dans les organes lymphoïdes 

secondaires pour activer des lymphocytes T naïf et diriger la polarisation des lymphocytes 

(164). Nous développerons ici l’implication d’une alarmine, les protéines S100, dans les SpA.  

  

2.4.1. Nomenclature et structure des protéines S100 

Les protéines S100 ont été identifiées pour la première fois dans le cerveau de bovin en 1965 

(165). Le nom S100 a été donné à ces protéines du système nerveux car elles sont partiellement 

solubles dans du sulfate d’ammonium à 100% de saturation (165). Vingt-cinq protéines S100 
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différentes sont à ce jour identifiées. Elles ont toutes une structure commune composée de deux 

motifs main-EF leur conférant la capacité de fixer des cations divalents de calcium (Figure 7). 

Les protéines humaines S100A8 (aussi dénommée « Myeloid Related Protein » (MRP) 8 ou 

Calgranuline A) et les protéines S100A9 (MRP 14 ou Calgranuline B) sont des protéines 

constituées respectivement de 93 et 113 acides aminés leur conférant un poids moléculaire bas 

de, respectivement, 10,8KDa et 12,7KDa (166). Le gène codant les protéines S100A8 et 

S100A9 chez l’Homme se situe sur le chromosome 1 (région 1q21) (167). Ces protéines 

représentent 40% des protéines cytosoliques du neutrophile et 5% du monocyte (168). Elles 

sont aussi exprimées dans les premières étapes de différenciation des macrophages (169) et 

dans les cellules épithéliales et kératinocytes en condition inflammatoire. Les protéines S100A8 

et S100A9 forment le plus souvent un hétérodimère S100A8/A9, stable in vitro et in vivo, 

dénommé calprotectine. Ces hétérodimères fixent avec une haute affinité d’autres cations 

divalents que le calcium, notamment le zinc et le magnésium. Dans sa forme finale, la 

calprotectine est capable de se lier avec 8 Ca2+ et 4 Zn2+ (166). Des formations de tétramères 

sont rapportées (S100A8/A9)2. La fixation de cations divalents influence l’oligomérisation, la 

conformation et le repliement des protéines et donc, au final, la fonction des protéines S100A8 

et S100A9  

 

  



 

51 

 

 

Figure 7. Structure de la protéine S100A8/A9  

 

Représentation de la protéine S100A8/A9 sous la forme d’un diagramme en ruban liée à des ions manganèse 

(sphères bleues) et calcium (sphères roses). Les hélices I (bleu) et IV (orange) interagissent entre elles et forment 

une interface hydrophobe pour stabiliser l’hétérodimère. Les hélices II et III sont représentées en vert. 

Figure issue de l’article Pruenster et al. (166) 

 

2.4.2. Fonctions extra-cellulaires 

La sécrétion extracellulaire de la calprotectine par les neutrophiles et monocytes fait intervenir 

à la fois des mécanismes passifs et actifs. La libération passive de protéines S100A8/A9 

survient en cas de nécrose cellulaire ou durant le processus de nétose. La sécrétion active de 

calprotectine est, quant à elle, régulée par le Ca2+.   

La calprotectine extra-cellulaire a des propriétés pro-inflammatoires. Elle entraine une 

libération rapide des neutrophiles de la moelle osseuse dans le sang périphérique (170). Le 

neutrophile circulant « roule » (« rolling ») sur la paroi endothéliale entrainant une interaction 

entre la « P-selectin glycoprotein ligand-1 » (PSGL-1) et la E-sélectine. Cette interaction 

conduit à une sécrétion de calprotectine par le neutrophile qui va stimuler le TLR4 de ce dernier 

(mécanisme autocrine) conduisant à l’expression de l’alpha 2 intégrine ce qui favorise le 

ralentissement de son roulement (« rolling ») sur la paroi endothéliale (171). La calprotectine 

sécrétée par les cellules myéloïdes va ensuite se fixer avec une haute affinité aux héparanes 
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sulfate des cellules endothéliales (172). La calprotectine a de nombreux effets sur les cellules 

endothéliales (166): 

• Stimulation de ICAM-1 favorisant la diapédèse des neutrophiles et monocytes (173) 

• Augmentation de la perméabilité endothéliale par l’activation des TLR4 et « Receptor 

for advanced glycation endproducts » (RAGE) entrainant la diminution de l’expression 

de protéines de jonction (VE-cadhérine, l’occludine, zonula occludens 1) (173, 174) 

• Altération de l’intégrité de la monocouche de cellules endothéliales par l’induction 

d’une mort cellulaire par des programmes dépendant ou non des caspases (175).   

• Promotion de la thrombogenèse et de la production de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires (IL-6, IL-8, CCL2, CXCL8) permettant la chimio-attraction des 

neutrophiles et monocytes vers les tissus (173, 176).  

L’ensemble de ces mécanismes induit le recrutement des monocytes et neutrophiles sur le site 

de l’inflammation. 

La calprotectine extracellulaire exerce ses effets pro-inflammatoires en se liant à RAGE et aux 

TLR-4 des cellules myéloïdes, lymphocytes et cellules endothéliales (176, 177).  

La production locale de protéines S100A8/A9 dans l’articulation entraine un recrutement de 

monocyte classique Ly6Chigh pro-inflammatoire chez la souris (178).  L’augmentation de 

l’expression du CD11b des monocytes, induit par la calprotectine, favorise l’adhésion de ces 

derniers au fibrinogène, contribuant à l’accumulation de monocytes sur le site de 

l’inflammation (179). Les monocytes sécrétant des protéines S100A8 et S100A9 peuvent être 

recrutés par les ténocytes qui subissent des dommages via la production de CCL2. La 

production locale de calprotectine stimule en retour la production de cytokines et chimiokines 

pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, CCL2, CCL20 et CXCL10) ainsi que les « matrix 

metalloproteinase-3 » (MMP3) par le ténocyte entretenant l’inflammation locale (180). La 

calprotectine amplifie la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par l’activation de la voie 

NF-B et « p38 mitogen-activated protein kinase » (p38MPAK) (181). La protéine S100A8 

stimule la production d’IL-1β, TNF- et d’IL-6 par les monocytes via l’activation du TLR4 et 

entretient leur survie en induisant l’expression de protéines anti-apoptotiques (cIAP-1, Bcl-xL) 

(182). Le TNF- et l’IL-1β induit une amplification de la production de calprotectine par le 

monocyte par une boucle de rétroaction positive (183). La calprotectine induit également une 

augmentation de l’expression des MMP  3, 9 et 13 par les macrophages, amenant à la 

dégradation de la matrice cartilagineuse (184). Un environnement enrichi en protéine S100A9 
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permet la différenciation des monocytes en ostéoclastes responsables d’une résorption osseuse 

accrue (185). 

Aussi, la calprotectine extra-cellulaire exerce des effets pro-inflammatoires sur les neutrophiles. 

L’IL-17 induit la libération de protéines S100A8/A9 par le neutrophile (186). Le blocage de la 

protéine S100A9 diminue la phosphorylation de ERK1/2 et p65 et réduit la sécrétion de 

chimiokines (CCL2, CCL3, CCL5), la production de NO, de MPO, l’activité MMP9 et la 

migration des neutrophiles polarisés N1 (pro-inflammatoire), ce qui n’est pas observé avec les 

neutrophiles N2 (187). La protéine S100A8/A9 active l’inflammasome NRLP3 via le TLR4 

induisant l’augmentation de l’expression d’IL-1β par le neutrophile. Ce dernier va stimuler la 

myélopoïèse en activant le récepteur à l’IL-1 des cellules souches et progéniteurs 

hématopoïétiques, entrainant alors une production accrue de neutrophiles (188). La 

calprotectine joue donc un rôle important dans les fonctions effectrices pro-inflammatoires des 

neutrophiles.   

Wang et al. ont rapporté que la stimulation des monocytes par la calprotectine entraine une 

production accrue de CXCL10 par activation du TLR4. CXCL10 induit la chimio-attraction de 

lymphocytes CXCR3+ sur le site de l’inflammation (189). Il a été démontré que la calprotectine 

est impliquée dans l’expansion des lymphocytes CD8+ autoréactifs dans le modèle de souris 

sur-exprimant le CD40 ligand (souris transgéniques Cd40lg), ce qui est responsable des 

manifestations systémiques (auto-anticorps, néphrite, dermatite auto-immune) dans ce modèle 

(190). Cet effet observé passe par la stimulation du TLR4 par la calprotectine qui induit 

l’expansion des lymphocytes CD8+ producteur d’IL-17 dans ce modèle. Ces résultats ont été 

répliqués chez l’Homme. En effet, la stimulation de lymphocytes CD8+ de patients atteints par 

le lupus érythémateux systémique permet une production accrue d’IL-17 (190). 

Les protéines S100A8 et S100A9 n’exercent pas uniquement des fonctions pro-inflammatoires 

mais elles sont aussi impliquées dans la régulation de l’inflammation (191). Une stimulation 

prolongée des monocytes par la calprotectine pendant 24h induit un état d’hyporéactivité au 

stimulus du TLR4 par le LPS, comme ce qui est observé dans la tolérance aux endotoxines 

(192). Le CD69, capable de se lier à la calprotectine, favorise la conversion de lymphocytes T 

CD4+ naïfs en lymphocytes Treg, en augmentant l’expression de « Suppressor of cytokine 

signaling 3 » (SOCS3) impliqués dans l’inhibition de STAT3 permettant la promotion de 

lymphocytes Treg au dépend des Th17 (193).  

Ces données montrent le lien entre l’expression locale de molécules de danger par le système 

immunitaire inné et le développement et l’entretien d’un processus d’auto-immunité. 
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2.4.3. Fonctions intra-cellulaires 

La calprotectine joue aussi un rôle en intracellulaire essentiel pour les neutrophiles. La protéine 

S100A8/A9 est impliquée dans l’activation de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

(NADPH) oxydase, complexe enzymatique multiprotéique permettant la production de dérivés 

réactifs de l’oxygène dans le phagosome du neutrophile dont les anions superoxydes O2- qui 

sont essentiels pour causer la mort des bactéries pathogènes. La protéine S100A8/A9 est 

capable d’activer la NADPH oxydase par une interaction directe avec le cytochrome b558 et 

par une augmentation de l’affinité de p67phox pour le cytochrome b558 (194). La protéine 

S100A8 a aussi des interactions avec p67phox et Rac qui sont des partenaires de la NADPH 

oxydase (195). Par ailleurs, la protéine S100A8/A9 a la capacité de se lier à des acides gras 

polyinsaturés. Ainsi, elle transporte et transfère l'acide arachidonique au complexe NADPH 

oxydase permettant son activation (195) Sous sa forme hétérotétramérique (S100A8/A92), 

induite par l’augmentation intracellulaire de calcium, la calprotectine permet la polymérisation 

et le réarrangement rapide de la tubuline du cytosquelette qui est essentiel au processus de 

phagocytose et de migration cellulaire (196).  

 

2.4.4. Fonctions antimicrobiennes 

L’expression de calprotectine par les cellules épithéliales leur procurent une résistance accrue 

aux infections bactériennes, telle que Porphyromonas gingivalis, Listeria monocytogenes et 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (197, 198). In vitro, la calprotectine possède la 

capacité d’inhiber la croissance de nombreuses espèces bactériennes telles que Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, et Listeria 

monocytogenes (199). Un des effets anti-microbiens de la calprotectine est expliqué par sa 

capacité à chélater dans le milieu extra-cellulaire les ions zinc et manganèse empêchant l’accès 

aux bactéries à ces nutriments qui sont essentiels à leur survie et leur prolifération (200). En 

plus de son action chimiotactique permettant d’attirer des neutrophiles et des monocytes sur le 

site siège de l’infection, la protéine S100A9 améliore l’efficacité de la phagocytose de bactéries 

comme E.Coli par les neutrophiles par une voie rééquerrant l’activation de Erk1/2, Akt, et Syk 

(201). Enfin, la calprotectine favorise le mécanisme d’autophagie qui est impliqué notamment 

dans la lutte contre les micro-organisme intra-cellulaire (202).    

 

2.4.5. La calprotectine dans les spondyloarthrites 

La calprotectine est un biomarqueur d’activité et pronostique dans de nombreuses pathologies 

inflammatoires telles que les rhumatismes inflammatoires chroniques, les maladies 



 

55 

 

inflammatoires chroniques de l’intestin, les infections, les paradontopathies… (199, 203). Dans 

la PR, le taux de calprotectine sérique reflète l’inflammation articulaire et permet de permet de 

prédire la progression radiologique à 3 ans (204, 205).  En pratique clinique, la calprotectine 

fécale est utilisée en gastro-entérologie comme un biomarqueur fiable reflétant l’inflammation 

intestinale. Elle permet d’évaluer l’activité, la réponse au traitement et le risque de rechute dans 

les MICI mais elle aide aussi à différencier, avec une bonne valeur prédictive négative, les MICI 

des pathologies fonctionnelles (syndrome de l'intestin irritable) (206, 207).  

  

2.4.5.1. Calprotectine et inflammation dans les spondyloarthrites 

Les macrophages sécrétant des protéines S100A8 et S100A9 infiltrent la membrane synoviale 

au cours des SpA, entrainant une production intra-articulaire locale de calprotectine dix fois 

supérieure aux taux retrouvés dans le sang (208). Le taux de calprotectine sérique et fécale est 

augmenté dans la SpA (209). Néanmoins, le niveau de calprotectine sérique ne permet pas 

d’identifier avec une sensibilité et spécificité suffisante les patients qui ont une SpA axiale 

parmi des patients avec des lombalgies chronique inflammatoires aspécifiques (210). Le taux 

de calprotectine sérique et fécale est corrélé positivement avec l’activité de la maladie 

(BASDAI) et des paramètres inflammatoires (vitesse de sédimentation, CRP)  (209, 211).  

 

La calprotectine fécale est intéressante pour exclure une MICI chez les patients consultant pour 

des troubles fonctionnels digestifs. Plusieurs études ont regardé si dans les SpA le dosage de la 

calprotectine fécale permettrait d’identifier les patients avec une MICI, d’autant que cette 

pathologie est souvent associée au SpA.  En fonction des études, 21,2 à 70,7% des patients avec 

une SpA ont des taux élevés de calprotectine fécale. La présence de symptômes gastro-

intestinaux est fréquente dans la SA mais sans qu’aucune association avec le niveau de 

calprotectine fécale soit identifiée (212, 213). 11 à 80% des patients ont à la fois des taux de 

calprotectine fécale élevés et des lésions digestives inflammatoires macroscopiques, alors que 

des lésions microscopiques sont retrouvés chez 41,7 à 100% de ces patients (211). Klingberg 

et al. ont identifié qu’un seuil de calprotectine fécale fixé à 266 mg/kg permettait de prédire la 

survenue d’une MICI dans les 5 ans avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 78,7% 

(212). Kopylov et al. ont décrit qu’un seuil plus bas de calprotectine fécale à 132 mg/kg 

permettait d’identifier la présence d’une inflammation de l’intestin grêle, diagnostiqué à l’aide 

d’une capsule vidéo-endoscopique avec des propriétés métrologiques plus limitées (sensibilité 

66,7%, spécificité 76,9%) (213). Cypers et al. rapportent qu’un seuil fixé à 85 mg/kg est associé 

à l’existence d’une inflammation digestive (sensibilité 64,3%, spécificité 73,3%). Enfin 
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Ostgard et al. ont établi qu’un seuil fixé à 100 mg/kg a une sensibilité de 92% et une spécificité 

de 82% pour identifier les patients avec des lésions intestinales (214). Plusieurs facteurs peuvent 

expliquer les résultats hétérogènes de ces études. Tout d’abord, toutes les études n’ont pas 

utilisé les mêmes kits de dosage de la calprotectine fécale. D’autre part, les AINS semble 

augmenter le taux de calprotectine fécale. Arrêter les AINS trois semaines avant le dosage de 

la calprotectine fécale permet de réduire le taux moyen de calprotectine fécale de 116 mg/kg 

(212). Les critères d’inclusion et d’exclusion dans les études diffèrent concernant l’utilisation 

des AINS (Tableau 1). Enfin, la méthode d’évaluation de l’inflammation digestive n’était pas 

identique dans les études, certaines utilisant une vidéocapsule et/ou une iléocoloscopie. Près de 

60% des patients avec une SpA ont une inflammation microscopique infraclinique, ce qui peut 

expliquer les taux élevés de calprotectine observés dans cette population. Cette inflammation 

microscopique pourrait être le signe précurseur de développement d’une MICI. Néanmoins, ce 

lien n’est pas clairement établi et actuellement la découverte d’une inflammation microscopique 

digestive n’est, à ce jour, pas suivi d’une prise en charge thérapeutique spécifique. D’autres 

études sont nécessaires avant que la calprotectine fécale soit utilisée en pratique clinique 

courante.   
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Tableau 1. Calprotectin fécale et identification de maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin associées au spondyloarthrites 

Etudes Type d’étude Population Evaluation inflammation 

digestive 

Résultats 

Cypers H et al. 

2016 

Etude 

transversale 

Cohorte 

GIANT 

44 SpA 

ASAS+  

 

 

Iléocoloscopie avec 

biopsies (4-14 biopsies 

de l’iléon terminal et 

colon sur muqueuse 

pathologique et 

macroscopiquement 

saine) 

Arrêt AINS  7 jours 

avant pour seulement 

41% des SpA 

Pas d’arrêt AINS pour CF 

(ELISA Bühlmann, Schönenbuch, 

Switzerland) 

 

Seuil CF > 85 mg/kg pour 

diagnostic MICI  

Se = 64,3%, Sp = 73,3% 

AUC = 68,8 

 

 

Klingberg et al. 

2017 

Etude 

longitudinale 

(5 ans) 

204 SA 

mNY+ 

 

Iléocoloscopie avec 

biopsies 

Arrêt AINS 3 semaines  

Pas d’arrêt AINS pour CF 

(ELISA Bühlmann, Schönenbuch, 

Switzerland) 

 

Seuil CF > 266 mg/kg prédit 

développement Crohn chez SA à 5 

ans 

Se = 100%, Sp = 78,7% 

AUC= 0,913 

 

Kopylov U et al. 

2018 

Etude 

transversale 

64 SpA 

ESSG ou 

mNY+ 

 

 

Vidéo capsule 

endoscopique (Lewis 

score) 

Iléocoloscopie 

Exclusion des patients 

sous AINS dans les 4 

semaines précédentes 

Exclusion des patients sous 

AINS dans les 4 semaines 

précédentes pour CF (Quantum 

Blue semiquantitative assay, 

Buhlmann) 

 

Seuil CF > 132 mg/kg pour 

diagnostic Crohn chez SA (avec 

capsule endoscopique) 

Se = 66,7%, Sp = 76,9% 

AUC = 0,75 

 

Østgård RD et al. 

2018 

Etude 

transversale 

30 SpA 

ASAS+ (15 

CF<50mg/kg 

et 15 

CF>100 

mg/kg) 

 

Vidéo capsule 

endoscopique (Lewis 

score) 

Iléocoloscopie (21 

biopsies) 

Arrêt AINS 4 semaines 

avant 

Arrêt AINS 4 semaines avant 

CF 

(ELISA Bühlmann, Schönenbuch, 

Switzerland) 

 

Seuil CF > 100 mg/kg pour 

détection lésions inflammatoires 

intestinales 

Se 92%, Sp 82%  
CF : Calprotectine fécale, ASAS : Assessment of SpondyloArthritis international Society, GIANT : Ghent 

Inflammatory Arthritis and Spondylitis, ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay, AINS : Anti-

Inflammatoires Non Stéroïdiens,  MICI : Maladie Inflammatoire Chronique de l’Intestin, AUC : Area Under the 

Curve AS : Ankylosing Spondylitis, mNY : modified New York, ESSG : European Spondyloarthropathy Study 

Group, Se : sensibilité, Sp : Spécificité 
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2.4.5.2. Calprotectine et prédiction de progression radiologique dans les 

spondyloarthrites 

La calprotectine sérique est indépendamment associée à la présence de dommages structuraux 

périphériques dans le rhumatisme psoriasique (215). Turina et al. ont identifié que la 

calprotectine sérique permet d’identifier les patients atteints par une SA établie qui sont à risque 

de développer de nouvelles lésions structurales au rachis à 2 ans (aggravation du score 

« modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score » (mSASSS) 2 points). En définissant 

un seuil de calprotectine sérique à > 0,5 µg/mL, la calprotectine permet de prédire le risque 

d’aggravation du score mSASSS avec une sensibilité de 80%, une spécificité de 62% (216). 

Cependant, l’intérêt du dosage de la calprotectine sérique n’a pas été évalué dans les SpA 

débutantes. Nous avons donc mené une étude (article 2) pour répondre à cette question, en 

utilisant les données de la cohorte DEvenir des Spondylarthropathies Indifférenciées Récentes 

(DESIR), cohorte multicentrique prospective française (217).   

 

2.5. Spondyloarthrites et microbiote : axe intestin-articulation  

Une inflammation digestive microscopique infraclinique est retrouvée chez 46% à 57% des 

patients avec une SA (218-220). Environ 7% des patients avec une SpA axiale développent une 

MICI (11). Il existe deux types de présentation histologique de l’inflammation microscopique 

intestinale dans la SpA (221). La forme aigue de présentation histologique similaire à ce qui est 

retrouvé en cas d’infection digestive, avec une entérobactérie entéro-invasive, caractérisée par 

une infiltration de la lamina propria avec de nombreux neutrophiles. Et la forme chronique, 

ressemblant à ce qui est observé dans la maladie de Crohn, où est retrouvée une distorsion des 

cryptes, associée à une atrophie villositaire et une infiltration de cellules mononucléaires, au 

niveau de la lamina propria, accompagnées de la formation de follicules lymphoïdes.  Les 

patients avec une inflammation digestive chronique ont une sacro-iliite plus étendue en IRM, 

faisant un lien entre l’inflammation survenant au niveau de la muqueuse intestinale et 

l’articulation (222). 90% des SA ont une dysbiose intestinale qui les différencient des patients 

sains (223). Le microbiome iléal des patients avec une SpA est modifié, comparativement à des 

sujets sains, avec une augmentation des Lachnospiraceae, Ruminococcace, Rikenellaceae, 

Porphyromonadaceae, et Bacteroidaceae et une diminution des Veillonellaceae et 

Prevotellaceae (224). Les bactéries adhérentes et invasives, retrouvées dans l'iléon lors de la 

SpA, sont responsables de l’induction de la production locale de zonuline par les cellules 

épithéliales digestives. La zonuline est une protéine impliquée dans le contrôle de la 

perméabilité digestive via le contrôle des jonctions serrées (156). La zonuline réprime dans les 
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SpA l’expression des protéines impliquées dans les jonctions serrées des cellules épithéliales 

digestives (claudin 1, claudin 4, occludin et zonula occludens) mais aussi des cellules 

endothéliales (occludine, VE-cadherine). Cela entraine une perméabilité accrue de la barrière 

épithéliale et endothéliale responsable d’une translocation de produit bactériens (LPS, protéine 

de liaison aux LPS, protéines de liaison aux acides gras) et autres antigènes (153, 156). Ces 

altérations de la barrière intestinale sont aussi observées chez les rats transgéniques HLA-B27 

et sont réduites à la suite d’un traitement par antibiotiques, faisant suspecter une implication du 

microbiote (156). L’hyperperméabilité intestinale empêche la séparation entre le contenu de la 

lumière intestinale et l’espace sous-épithéliale occasionnant une activation incontrôlée des 

cellules immunitaires résidentes dans la muqueuse digestive. Ces cellules ainsi activées vont 

recirculer pour rejoindre l’articulation et entrainer le développement de l’arthrite (225). Les 

ILC3 produisant de l’IL-17 et de l’IL-22 se développent dans l’intestin des patients avec une 

SA et sont aussi retrouvés dans le sang, le liquide synovial et la moelle osseuse de ces patients 

(226). Les ILC3 retrouvées sur-expriment l’intégrine 4β7 ce qui laisse suggérer une origine 

digestive à ces cellules. L’intégrine 4β7 est impliquée dans l’adressage (« homing ») des 

lymphocytes au tissu lymphoïde associé au tube digestif (« gut-associated lymphoid tissue » ou 

GALT) en interagissant avec « mucosal addressin cell adhesion molecule-1 » (MAdCAM-1) 

qui est aussi sur-exprimé dans l’intestin et la moelle osseuse des patients avec SA (226). Une 

augmentation du nombre de lymphocytes circulants, dont des  exprimant 4β7 et sur-

exprimant le TLR2 et le TLR4, est aussi observé dans le sang de patients avec une SpA axiale 

apportant des arguments supplémentaires pour l’existence d’un axe intestin-articulation (227). 

Récemment, Tajik et al. ont démontré dans le modèle d’arthrite induite au collagène, en utilisant 

des souris transgéniques exprimant la protéine fluorescente photoconvertible Kaede, que des 

lymphocytes T CD4+ originaires de l’intestin grêle sont recrutés dans l’articulation au cours du 

développement de l’arthrite (228). Cette migration est bloquée par un traitement antagoniste de 

la zonuline qui atténue le développement de l’arthrite. Ces données confirment donc que des 

cellules immunitaires sont capable de migrer de l’intestin vers les articulations pendant le 

développement de l’arthrite à la suite d’une augmentation de la perméabilité digestive médiée 

par la zonuline (228).  

Le métabolisme des bactéries est une source de production de petites molécules (<1-1,5 KDa) 

appelées métabolites telles que les acides gras à chaine courte, la vitamine B et les dérivés du 

tryptophane qui ont des propriétés immunorégulatrices locales et systémiques (225). Le 

métabolome intestinal est d’ailleurs modifié dans la SA comparé à des sujets sains, avec 
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notamment une altération dans la voie du tryptophane (229) et une diminution du butyrate, 

métabolite connu pour ses propriétés anti-inflammatoires (230).  

 

Ainsi, la dysbiose intestinale survenant durant les SpA influencées par le terrain génétique, est 

responsable d’une augmentation de la perméabilité intestinale, de la production de métabolites 

microbiens qui influencent la polarisation immunitaire locale et systémique et de l’activation 

de cellules immunitaires résidentes appartenant à l’immunité de type 3 qui migrent 

secondairement dans l’articulation pour déclencher l’initiation de l’arthrite. 

 

3. L’arthrite réactionnelle modèle d’étude de l’interaction entre bactérie et 

arthrite 

Un nombre croissant de preuves indique que la composition et la fonction du microbiote 

intestinal, notamment les métabolites dérivés des bactéries, ont un impact sur l'immunité et le 

métabolisme de l'hôte par le biais de processus de dialogues directs et indirects. L'étude des 

mécanismes impliqués dans une maladie rhumatismale inflammatoire déclenchée par une 

bactérie identifiée (par exemple Chlamydia) est une occasion unique d'améliorer notre 

compréhension du mécanisme immunologique induit par les bactéries qui font basculer le 

système immunitaire dans un état inflammatoire responsable de l'apparition de l'arthrite.   

 

3.1. Historique 

La première description d’arthrite réactionnelle retrouvée remonte au 4ème siècle avant J.C. 

lorsque qu’Hippocrate a reporté dans ses rapports que « des jeunes hommes souffrent de la 

goutte qu’après un rapport sexuel » sans que le lien avec une infection sexuellement 

transmissible soit évoqué (231, 232). Le terme « goutte » à cette époque est utilisé pour définir 

toute arthrite aigue. Christophe Collomb est probablement le premier européen à contracter une 

arthrite réactionnelle durant l’un de ses voyages aux Antilles. En septembre 1494, il est atteint 

d’une fièvre associée à une confusion et des arthrites sévères des membres inférieurs. Quatre 

ans plus tard est relatée une rechute avec une arthrite associée à une inflammation oculaire qui 

s’est chronicisée et l’a rendu infirme jusqu’à la fin de sa vie en 1506 (231, 232). D’autres 

descriptions de cas d’arthrite réactionnelle sont retrouvées dans la littérature jusqu’au début du 

XXème siècle (232).   En 1916, les Français Noel Fiessinger et Edgar Leroy ont décrit, à la 

suite d’une épidémie, le développement d’arthrites associées à des urétrites et des 

conjonctivites. Ils nomment cette manifestation « Syndrome conjonctivo-urétro-synovial » 
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(232). Dans la même année, Hans Reiter a publié le cas d’un lieutenant de l’armée prussienne 

qui a présenté, huit jours après une dysentérie, des polyarthralgies des genoux, chevilles, 

coudes, poignets et des articulations-interphalangiennes associées à une urétrite et des 

conjonctivites (232). Tout comme Leroy et Fiessinger, il a identifié le lien entre la dysentérie 

et le développement de l’arthrite. Il a donné son nom à ce syndrome, « le syndrome de Reiter », 

nom qui fut longtemps utilisé par la communauté médicale et scientifique. Ce terme est ensuite 

tombé en désuétude et certains médecins se sont opposés à son emploi à la suite de la mise en 

lumière des activités de recherche du Dr. Reiter pendant la seconde guerre mondiale, période 

où il a notamment autorisé des expériences médicales sur des prisonniers des camps de 

concentration.   

Aujourd’hui, le terme d’arthrite réactionnelle est utilisé et plus adapté car seulement un sous-

ensemble de patients présente le tableau clinique du syndrome conjonctivo-urétro-synovial. Le 

terme « arthrite réactionnelle » est introduit par Ahvonen et al. en 1969 pour décrire une arthrite 

survenant à la suite d’une infection bactérienne extra-articulaire (urogénitale ou digestive) avec 

impossibilité de mettre en évidence en culture l’agent bactérien causal dans l’articulation (233, 

234). Il s’avère que, des années plus tard, des antigènes, de l’ADN et de l’ARN bactériens sont 

retrouvés dans les articulations. Il existe même des bactéries actives métaboliquement dans un 

état de persistance (C. trachomatis) qui empêchent leur identification par des techniques de 

culture. Deux formes d’arthrite réactionnelle peuvent être retenues (234):  

• Une arthrite se développant de façon « réactionnelle » à la présence d’un bactérie 

persistante viable, métaboliquement active mais non cultivable dans l’articulation 

(arthrite réactionnelle à C. trachomatis) 

• Une arthrite déclenchée uniquement à la suite d’une infection extra-articulaire (arthrite 

réactionnelle induite par des entéropathogènes) où seulement des fragments d’antigènes 

bactériens peuvent être identifiés dans les articulations. 

 

3.2. Présentation clinique de l’arthrite réactionnelle 

L’arthrite réactionnelle est un rhumatisme inflammatoire, appartenant au spectre des 

SpA, se caractérisant par la survenue d’arthrites inflammatoires déclenchées 

dans les suites d’infections génito-urinaires, gastro-intestinales et parfois pulmonaires. Il est 

communément admis que l’arthrite dans cette maladie est aseptique. De nombreux agents 

infectieux peuvent être responsables d’arthrite réactionnelle (235). Les principaux agents dits 

« historiques », responsables d’arthrite réactionnelle, sont Chlamydia trachomatis, bactéries 
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responsables d’infections génito-urinaire, Salmonella enterica (S. Typhimurium enteritidis, S. 

Paratyphi B et C), Shigella spp. (S. dysenteriae , S. flexneri, S. sonnei) , Campylobacter spp. 

(C. jejuni, C. coli) et Yersinia spp (Y. enterocolitica (O3, O9), Y. pseudotuberculosis) qui sont 

des entéropathogènes (235). Depuis, le tableau des agents infectieux responsables d’arthrite 

réactionnelle s’est considérablement agrandi (Tableau 2). 
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Tableau 2. Principaux pathogènes retrouvés associés à l’arthrite réactionnelle (liste non 

exhaustive).  

Infection urogénitale Infection digestive Infection respiratoire Autre 

Chlamydia 

trachomatis 

Ureaplasma 

urealyticum 

Mycoplasma 

genitalum 

Neisseria gonorrhoeae 

Garneralla vaginalis 

 

 

Salmonella enterica 

(Typhimurium 

enteritidis, S. 

Paratyphi B et C) 

Shigella spp. (S. 

dysenteriae , S. 

flexneri, S. sonnei) 

Campylobacter spp. 

(C. jejuni, C. coli) 

Yersinia spp (Y. 

enterocolitica (O3, 

O9), Y. 

pseudotuberculosis) 

Clostridium difficile 

Escherichia Coli 

Bacillus cereus 

Amoeabae 

Cryptosporidium 

Giardia lamblia 

Hélicobacter pylori 

Strongyloides spp 

Tropheryma whippelii 

Chlamydia 

pneumoniae 

Streptocoque 

hémolytique du groupe 

A 

VIH 

Parvovirus B19 

Borellia burgdoreferi 

Brucella aborhus 

Bacille Calmette-

Guérin 

Arboviroses 

SARS-Cov2 

 

Tableau adapté de García-Kutzbach et al. (236) 
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L’arthrite réactionnelle touche préférentiellement les adultes jeunes entre 30-40 ans (237). La 

présentation clinique associe : 

• Des symptômes liés à l’agent causal survenant dans les quatre semaines avant 

l’apparition des manifestations musculosquelettiques : urétrite et diarrhées. 

• Des symptômes articulaires : le plus souvent des oligoarthrites asymétriques (72% des 

cas) non destructrices touchant principalement les articulations des membres inférieurs 

comme le genou (62% des cas), l’articulation talo-crurale (58% des cas) et les 

métatarso-phalangiennes (48.5% des cas) (238). Les patients peuvent aussi déclencher 

des enthésites et des dactylites (239). Les lombalgies inflammatoires ne sont pas rares 

dans cette population et des sacro-iliites radiographiques et des syndesmophytes sont 

aussi rapportés (240).  

•  Des manifestations extra-articulaires qui touchent à la fois la peau (kératodermie 

blennorragique, balanite circinée, érythème noueux), les yeux (conjonctivite le plus 

souvent et plus rarement des kératites, épisclérite et uvéite antérieure aigue), le tractus 

génito-urinaire (urétrite, prostatite, cervicite, cystite, salpingite,…) et le tube digestif 

(diarrhées)  (237). Des manifestations cardiaques, à type d’insuffisance aortique, sont 

aussi décrites (241).    

 

La triade classique combinant la présence d’une urétrite, arthrite et conjonctivite (syndrome 

urétro-oculo-synovial), quant à elle, serait retrouvée dans uniquement un tiers des cas (235).      

L’évolution de l’arthrite réactionnelle est très variable d’un patient à l’autre dépendant à la fois 

du terrain génétique et de l’agent causal. La durée d’une arthrite réactionnelle aigue est de 3 à 

5 mois mais environ 25% des patients développent une forme chronique (242). 30 à 50% des 

arthrites réactionnelles sont HLA-B27 positives (243). En 2005, une épidémie de dysenterie à 

Salmonella enteritidis a touché 592 individus en Otario à la suite de la consommation de germes 

de haricots contaminés. 62,5% des patients atteints, qui ont répondu à un questionnaire envoyé 

par mail, ont déclaré avoir des symptômes évocateurs d’arthrite réactionnelle. Le HLA-B27 est 

associé au risque de contracter une infection à salmonelle et de développer une arthrite 

réactionnelle chronique (244). 

 

En 2009, l’ « American College of Rheumatology » (ACR) a proposé pendant le 4ème 

« International Worshop on Reactive Arthritis » des critères de classification qui pourraient être 

utilisés pour définir l’arthrite réactionnelle (245-247) (Tableau 3). Au final, ces critères de 

classification ne sont pas appliqués en pratique clinique courante ou dans la littérature. Le 
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principal problème dans l’arthrite réactionnelle est de pouvoir identifier l’agent causal qui ne 

peut pas être isolé dans la plupart des cas (surtout pour les entéropathogènes) quand les 

manifestations rhumatologiques surviennent, soit plusieurs semaines après l’infection initiale. 

Cette dernière peut se résoudre en l’absence de toute antibiothérapie du fait de l’intervention 

du système immunitaire rendant impossible son identification. Ces critères sont adaptés aux 

arthrites réactionnelles « historiques » mais pas aux nombreuses bactéries émergentes qui 

donnent des arthrites réactionnelles. Tous ces paramètres expliquent la sous-utilisation de ces 

critères de classification.  

 

Tableau 3. Critères de classification de l’arthrite réactionnelle retenus suite au « 4th International 

Worshop on Reactive Arthritis » en 1999 par American College of Rheumatology (ACR). 

Critères majeurs 

1) Arthrite : ≥2/3 critères parmi 

• Arthrite asymétrique 

• Mono ou oligoarthrite 

• Atteinte des membre inférieurs 

2) Arthrite précédée par une infection 

symptomatique : 1 critère parmi  

• Entérite (diarrhée de durée ≥ 1 jour, 

survenu 3 à 6 semaines avant le début de 

l’arthrite) 

• Urétrite (Dysurie ou trouble urinaire de 

durée ≥ 1 jour, survenu 3 à 6 semaines 

avant le début de l’arthrite)  

Critères mineurs 

Mise en évidence de l’infection causale 

- Ligase chain reaction (LCR) sur un 

écouvillonnage urétral/cervical positif pour 

Chlamydia trachomatis  

- coproculture positive pour un entéropathogène 

connu pour être associé avec l’arthrite 

réactionnelle 

- Mise en évidence d’une infection synoviale 

persistante par immunohistologie ou par PCR 

Chlamydia.  
Arthrite réactionnelle certaine : deux critères majeurs et un critère mineur 

Arthrite réactionnelle probable : deux critères majeurs sans critères mineurs ou un critère majeur avec un ou 

plusieurs critères mineurs. Tableau adapté de Selmi et al. (247) 

 

3.3. Arthrite réactionnelle une maladie rare sous diagnostiquée ? 

L’arthrite réactionnelle est une maladie relativement rare dont la prévalence et l’incidence 

annuelle est incertaine. En effet, les études sur le sujet sont très hétérogènes avec des résultats 

dépendant grandement de la région où l’étude est menée, de la définition d’arthrite réactionnelle 

utilisée (identification ou non du pathogène responsable) et de la taille des études. L’incidence 

annuelle en Europe de l’arthrite réactionnelle induite par tous les agents microbiens confondus 

est estimée entre 0,9 à 9,3 cas pour 100 000 habitants (235). Il existe une prédominance 
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masculine 9:1 de l’arthrite réactionnelle induite à C. trachomatis (5 :1 à 10 :1) ce qui n’est pas 

le cas pour les entéropathogènes (1 :1) (235). Une méta-analyse en 2013 a estimé le risque de 

développer une arthrite réactionnelle dans les suites d’une infection à Campylobacter, 

Salmonella ou Shigella, respectivement à 9, 12 et 12 pour 1000 patients infectés (248). 

L’incidence de l’arthrite réactionnelle acquise après infection uro-génitale à Chlamydia 

trachomatis est plus élevée et estimée entre 3,0 à 8,1% (249). Il est probable que l’arthrite 

réactionnelle à Chlamydia soit sous-diagnostiquée étant donnée la forte prévalence des 

infections génitales asymptomatiques. L’incidence de l’arthrite réactionnelle est aussi très 

variable d’un pays à l’autre car dépendant des conditions environnementales et sanitaires qui 

influencent l’incidence des infections susceptibles d’engendrer cette pathologie. 

L’incidence de l’arthrite réactionnelle diminue dans les pays développés comme la Finlande 

(250) et l’Australie alors que le nombre d’infections génitales à Chlamydia est en progression 

(251). La raison expliquant cette déconnexion entre le nombre d’infection à Chlamydia et 

l’évolution de l’incidence de l’arthrite réactionnelle est inconnue. Une hypothèse soulevée est 

celle d’un meilleur dépistage et d’une prise en charge précoce par une antibiothérapie adaptée. 

Néanmoins, il n’est pas prouvé avec certitude que le traitement antibiotique de l’infection à 

Chlamydia trachomatis, avant l’apparition des premiers symptômes d’arthrite réactionnelle, 

permet de réduire la probabilité de cette dernière. Une étude prospective menée au Japon 

rapporte que l’incidence observée d’arthrite réactionnelle induite par Chlamydia trachomatis 

est plus faible (1 patient sur 123) que ce qui est observé dans la littérature (252). Ces auteurs 

suggèrent, comme tous les patients sont traités par une dose unique d’un gramme 

d’azithromycine avec confirmation de la guérison de l’infection par « Polymerase Chain 

Reaction » (PCR), que le traitement précoce de l’infection pourrait diminuer l’incidence de 

l’arthrite réactionnelle. Cependant, la durée supposée de l’infection à Chlamydia trachomatis 

avant le début du traitement par antibiotique n’est pas évaluée. L’incidence en augmentation de 

ce type d’infection, le dépistage qui concerne moins de 10% de la population jeune en Australie, 

et le fait que cette infection est souvent asymptomatique laisse penser que de nombreux patients 

ne sont pas traités précocement et que d’autres facteurs, à ce jour inconnus, entrent en compte 

(251). Près de la moitié des rhumatologues Canadien, membres de la « Canadian Rheumatology 

Association », ayant répondu à une enquête, considèrent que l’incidence et la sévérité de 

l’arthrite réactionnelle diminuent au Canada. Pour eux, ces constatations s’expliquent par un 

meilleur contrôle sanitaire de l’alimentation et de l’eau et d’un traitement plus précoce des 

infections sexuellement transmissibles (253).  Malgré ces précédents résultats, une étude bi-
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centrique conduite en France montre que l’incidence de l’arthrite réactionnelle est stable avec 

plus de formes chroniques retrouvées (254). 

La diminution de l’incidence rapportée pourrait être expliquée par un sous-diagnostic de cette 

pathologie. L’identification dans le sérum d’anticorps anti-bactériens dirigés contre des 

bactéries responsables d’arthrite réactionnelle n’est pas rare dans les SpA et SA (255, 256). Il 

faut tout de même mettre en lumière que les tests sérologiques utilisés manquent de spécificité 

étant soumis à des réaction croisées (257). De l’ADN de Chlamydia trachomatis est retrouvé 

dans le tissu synovial de 62% de patients souffrant de SpA chronique indifférenciée (258). Une 

étude menée en Inde a même retrouvé que des patients avec une SpA indifférenciée, sans 

symptôme urogénital, ont des corps élémentaires de Chlamydia trachomatis (forme viable) 

dans le liquide articulaire (259). Ces données suggèrent une prévalence non négligeable 

d’infections bactériennes arthritogéniques dans les SpA indifférenciées qui devraient être 

classées dans les arthrites réactionnelles (260).   

La recherche sur l’arthrite réactionnelle à Chlamydia est en franche diminution ces dernières 

années au vu du nombre déclinant d’articles publiés révélant la diminution de l’intérêt de la 

communauté scientifique pour cette pathologie (257). Une analyse de la base de données 

Pubmed montre un déclin des publications sur ce sujet depuis la fin des années 1990 

comparativement à la SA (Figure 8 et 9). 
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Figure 8. Nombre d’articles (tout type) publiés disponibles dans Pubmed sur l’article réactionnelle 

et la spondylarthrite ankylosante de sa création à 2020.  

 

 
Recherche effectuée dans Pubmed le 01/08/2021 avec les mots Mesh Arthritis, Reactive [Mesh] et Spondylitis, 

Ankylosing [Mesh]. 

 
Figure 9. Nombre d’articles de revue de la littérature, revue systématique de la littérature ou de 

méta-analyse publiés sur l’arthrite réactionnelle et la spondylarthrite ankylosante disponibles 

dans Pubmed de sa création jusqu’en 2020. 

 
Recherche effectuée dans Pubmed le 01/08/2021 avec les mots Mesh Arthritis, Reactive [Mesh] et Spondylitis, 

Ankylosing [Mesh] et l’application des filtres Meta-Analysis, Review et Systematic Review. 

 

 

3.4. Traitement de l’arthrite réactionnelle 
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L’efficacité d’un traitement antibiotique sur les manifestations d’arthrite réactionnelle reste 

controversée. Une étude en 2010, de bonne qualité méthodologique (multicentrique, 

randomisée, contrôlée contre placebo et en double aveugle), a été conduite pour évaluer 

l’efficacité d’une combinaison d’antibiotiques dans l’arthrite réactionnelle chronique 

(évolution ≥6 mois) (261). Les patients inclus devaient répondre aux critères de SpA de 

l’European Spondyloarthropathy Study Group (ESSG), avoir une durée d’évolution de la 

maladie supérieure à 6 mois et avoir une PCR positive à C. trachomatis ou C. pneumoniae dans 

les cellules mononuclées sanguines périphériques et/ou le tissu synovial. La randomisation était 

stratifiée selon l’âge et la durée de la maladie et trois bras de traitement maintenu pendant 6 

mois ont été testés : doxycycline 100mg x2/j per os + rifampicine 300mg x1/j per os vs. 

azithromycine 500mg x1/j per os pendant 5 jours puis 500 mg 2 fois par semaine associé à de 

la rifampicine 300mg/j per os et un groupe contrôle. Le critère d’évaluation principal était 

d’avoir une amélioration d’au moins 20% de 4 variables sur 6 parmi : nombre d’articulations 

gonflées (/76), nombre d’articulations douloureuses (/78), durée de la raideur lombaire 

matinale, échelle visuelle analogique (EVA) de la douleur lombaire, EVA des douleurs 

intéressant les articulations périphériques et EVA globale à 6 mois. Au total 42 patients étaient 

recrutés et inclus. La durée moyenne de l’arthrite réactionnelle était élevée (>10 ans). 

Finalement 63% des patients sous antibiotiques avaient une amélioration de l’arthrite 

réactionnelle selon le critère principal défini contre 20% pour le placebo (p=0,01). 70% des 

sujets sous antibiotiques voyaient une négativation de la PCR dans les cellules mononuclées 

sanguines périphériques et le tissu synovial contre 27% pour le groupe placebo à 6 mois. Sur 

les 12 patients qui avaient des cellules mononuclées sanguines périphériques PCR négatives à 

6 mois sous antibiotiques, 83% restaient négatives à 3 mois de l’arrêt de l’antibiothérapie. 

Néanmoins, le nombre de sujets inclus était restreint et ne permettait pas de comparer les 

différentes stratégies d’antibiothérapies. Aussi, cette étude se limitait aux patients qui 

présentaient une infection à Chlamydia persistante identifiée par PCR, tests qui ne sont pas 

couramment utilisés en pratique clinique. Enfin, aucune évaluation clinique n’a été réalisée à 

distance de l’arrêt de ce traitement pour savoir si l’amélioration clinique perdurait dans le 

temps.  

A la suite de ce travail, une métanalyse en 2013 a été réalisée (262).  Ce travail a combiné les 

résultats de 7 essais thérapeutiques (375 patients), dont celui de 2010, et n’a pas montré que les 

antibiotiques augmentaient la rémission ou diminuaient le nombre d’articulations atteintes, la 

douleur ou l’activité de la maladie. Cependant, les résultats sont à nuancer du fait d’une 

hétérogénéité importante des études qui était inévitable : certaines études étaient en aveugle et 
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d’autres non, les schéma thérapeutiques étaient très différents d’une étude à l’autre (choix de 

molécule, monothérapie ou combinaison d’antibiotiques, posologies et durées différentes), de 

divergences dans les critères d’inclusions (définition de l’arthrite réactionnelle), certains 

contrôles avaient reçu initialement une antibiothérapie et d’autres non, des définitions de la 

rémission différentes, l’inclusion dans certaines études des arthrites réactionnelles induites par 

Chlamydia ou par des entéropathogènes ou par les deux, et des durées d’évolution de la maladie 

différentes (aigue vs. chronique). Les analyses en sous-groupes ne mettaient pas en évidence 

non plus d’effet positif des antibiotiques sans corriger complètement les problèmes 

d’hétérogénéité.  

 

Des essais thérapeutiques en ouvert et non contrôlés montrent que les anti-TNF sont efficaces 

dans l’arthrite réactionnelle ne répondant pas aux traitements conventionnels, sans évènements 

secondaires préoccupants rapportés, notamment infectieux (263-266). 

 

Il n’existe pas à proprement parler de recommandations de prise en charge thérapeutique de 

l’arthrite réactionnelle. Globalement, en pratique courante, la prise en charge est comparable à 

celle des autres SpA (40). La stratégie thérapeutique actuellement utilisée est de proposer des 

AINS en 1ère intention et de réaliser des infiltrations de corticoïdes en intra-articulaire pour 

cibler les arthrites persistantes. En cas d’inefficacité, l’introduction d’un traitement de fond 

conventionnel synthétique peut être envisagé. Il y a, à ce jour, uniquement des données sur 

l’efficacité de la sulfasalazine suggérant une efficacité modeste de ce traitement dans l’arthrite 

réactionnelle résistante aux AINS (267). En cas d’arthrite réactionnelle chronique en échec de 

tous ces traitements, un traitement par anti-TNF peut être proposé. Il n’y a actuellement pas 

assez de preuves pour recommander une antibiothérapie combinée prolongée dans l’arthrite 

réactionnelle induite par Chlamydia vu que l’efficacité à long terme n’est pas connue d’autant 

plus que cette stratégie n’est pas dénuée du risque de favoriser l’émergence de bactéries 

multirésistantes.  

 

3.5. Chlamydia 

Les Chlamydia sont des bactéries à Gram négatifs à développement intracellulaire obligatoire 

qui prolifèrent au sein des vacuoles des cellules hôtes eucaryotes. La famille des Chlamydiaceae 

est divisée en deux genres : Chlamydia et Chlamydophila. On retrouve dans le genre 

Chlamydophila deux espèces engendrant des pathologies chez l’homme : C. pneumoniae 
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(pneumonie, bronchite) et C.psittaci (zoonose d’origine aviaire entrainant des pneumonies chez 

l’homme).  Le genre Chlamydia, quant à lui, comprend une seule espèce chez l’homme, C. 

trachomatis, les deux autres étant retrouvées uniquement chez l’animal : Chlamydia 

muridarum (souris), Chlamydia suis (porc). 115 millions de nouveaux cas d’infection à 

Chlamydia surviennent chaque année dans le monde (231). L’infection urogénitale à C. 

trachomatis est la première cause d’arthrite réactionnelle et d’infection bactérienne 

sexuellement transmissible contrastant avec les infections à C. pneumoniae qui sont beaucoup 

moins pourvoyeuses de cette maladie (231, 268). L’origine de cette différence d’incidence 

dépendant de l’espèce de Chlamydia n’est pas connu. 70-90% des infections génito-urinaires à 

Chlamydia sont asymptomatiques et se chronicisent (269, 270). Il existe plusieurs serovars de 

C. trachomatis responsables de manifestations cliniques différentes. Ces sérovars sont définis 

selon les antigènes retrouvés sur la « Major Outer Membrane Protein » (MOMP) (270) :  

• Serovars A, B, Ba et C responsables du trachome, kératoconjonctivite chronique 

pouvant entrainer une cécité. Le trachome est d’ailleurs la 7ème cause de cécité dans le 

monde (271).  

• Serovars D, Da, E, F, G, H, I, Ia, J et K responsables d’infections urogénitales (infection 

sexuellement transmissible) engendrant urétrite chez l’homme et cervicite chez la 

femme, le plus souvent de façon silencieuse. L’infection peut s’étendre et donner des 

salpingites chroniques responsables d’infertilité tubaire.   

• Sérovars L1, L2, L2a et L3 responsables de la lymphogranulomatose vénérienne 

 

C. trachomatis est retrouvée sous deux formes : la forme infectieuse extra-cellulaire non 

réplicative appelée corps élémentaire (diamètre de 0,2 µm) ; et la forme adaptée à la survie 

intra-cellulaire qui est métaboliquement active et réplicative mais qui ne peut pas infecter de 

nouvelles cellules, le corps réticulé (diamètre de 0,8 µm). 

 

Un cycle d’infection dure entre 48 et 72h (Figure 10) (272) : 

• Initialement C. trachomatis est sous sa forme infectieuse extracellulaire : le corps 

élémentaire. 

• Il s’attache alors à une cellule hôte par les héparanes sulfates puis se fixe à la membrane 

plasmatique de la cellule et infecte cette dernière (0-2h).  

• Une inclusion cytoplasmique se forme ensuite et C. trachomatis devient corps réticulé 

(2-12h)  
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• S’ensuit une multiplication par fission binaire (12-18h) 

• A la fin de son cycle de réplication, elle reprend sa forme infectieuse (corps élémentaire) 

(24-40h) puis est libérée dans le milieu extra-cellulaire soit en provoquant une lyse de 

la cellule hôte soit par libération des inclusions (48-72h).  

L’infection se propage ensuite aux cellules avoisinantes et un nouveau cycle démarre. 

 

Figure 10 : Cycle d’infection du Chlamydia.  

 

 

Figure issue et adaptée de l’article Bastidas et al. (272) 

 

L’IFN- est une cytokine clé connue pour avoir un effet-anti microbien sur la Chlamydia. Elle 

induit l’expression de l’enzyme Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) dans la cellule hôte 

infectée (273). Ainsi, IDO va convertir le L-tryptophane en L-kynurénine privant le Chlamydia 

de tryptophane, acide aminé essentiel pour son métabolisme, alors qu’il est incapable d’en 

produire. L’IFN- induit aussi l’expression de « Immunity Related GTPases » (IRG) et de 

« Guanylate-binding Proteins » (GBP) dans les cellules hôtes permettant de limiter la 

réplication de C. trachomatis (270).  
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En condition de stress (exposition à des antibiotique, IFN-, privation de nutriments (acides 

aminés, glucose…) …) Chlamydia peut entrer dans un état dit de persistance, comme ce qui est 

observé avec des mycobactéries comme Mycobacterium tuberculosis, en prenant la forme de 

corps réticulés élargis aberrants non réplicatifs (et donc non cultivables). Sous cette forme 

Chlamydia exprime des gènes similaires à ceux observés dans les infections persistantes à 

Mycobacterium tuberculosis (274).  Chlamydia sous cet état reste capable de revenir à l’état de 

corps réticulé classique pour de nouveau se répliquer quand il ressent des conditions 

environnementales plus favorables (270). Chlamydia dans son état de persistance continue à 

transcrire des gènes, ralentit sa réplication de l’ADN et arrête le processus de division cellulaire 

l’empêchant alors de donner de nouveaux progéniteurs infectieux. Les gènes fortement 

surexprimés dans l’état de persistance sont impliqués dans la synthèse des tryptophanes (trpR, 

trpA and trpB) et des phospholipides (ct156, ct158, ct284, lipA, et pgsA.2), dans la traduction 

(gènes codant pour les ribosomes) et dans la réparation et la recombinaison de l’ADN (recA et 

yqgF). Alors que les gènes, régulés à la baisse, intéressent ceux impliqués dans la division 

cellulaire, dans l’expression des protéines de la membrane externe de Chlamydia (ompA) et 

dans la différentiation des corps réticulés en corps élémentaires (hctA, hctB, ompB et ompC) 

(275). Cet état de persistance induit par des antibiotiques in vitro a été confirmé in vivo chez 

des souris BALB/c infectées par C. muridarum traitées par amoxicilline. Dans ce modèle, 

Chlamydia sous sa forme persistante est résistante à l’azithromycine, traitement antibiotique 

utilisé en première intention, et est capable d’engendrer de nouveaux progéniteurs infectieux 

une fois qu’elle sort de cet état à l’arrêt de l’amoxicilline (276, 277). C. trachomatis, sous leur 

forme de corps aberrants, sont aussi identifiés dans des prélèvements humains (278). A la 

différence de C.suis, aucune souche de C. trachomatis ou de C. pneumoniae ne présente une 

résistance homotypique aux antibiotiques, même dans des populations où la pression 

antibiotique est forte ou chez des patients ayant un échec d’une antibiothérapie bien menée 

(279).  Ces données indiquent que l’infection persistante pourrait expliquer les échecs des 

traitements antibiotiques observés dans 5-8% des cas chez la femme et pouvant aller jusqu’à 

21% des cas chez l’homme (280). Cet état de persistance entraine une infection chronique, 

source de réinfection locale (281).    

 

3.6. Chlamydia, bactérie capable de détourner le système immunitaire pour survivre 

Chlamydia développe de nombreuses stratégies afin d’échapper au système immunitaire pour 

survivre (282).  
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La cellule épithéliale est la cellule hôte du Chlamydia. Une fois infectée, cette dernière sécrète 

de nombreuses cytokines pro-inflammatoires et chimiokines dont le CCL2, CCL3, IL-8 

impliquées dans le recrutement des neutrophiles et des monocytes circulant sur le site de 

l’infection (283-285). Les neutrophiles sont les premières cellules immunitaires recrutées. Ils 

sont particulièrement connus pour leurs fonctions antimicrobiennes, ce qui en fait la première 

ligne de défense du système immunitaire contre les micro-organismes invasifs. Les neutrophiles 

activés induisent des lésions tubaires sévères, lors de l’infection à Chlamydia, responsables à 

terme de lésions chroniques (hydrosalpinx et fibrose) secondaires à la sécrétion de MMP-9 

(286, 287). En revanche, le neutrophile n’est pas essentiel dans la clairance de l’infection à C. 

trachomatis (286-288). C. trachomatis paralyse les neutrophiles en clivant le « formyl peptide 

receptor 2 » (FPR2) et probablement les TLR, via une protéase qu’elle sécrète, « Chlamydial 

protease-like activating factor » (CPAF). La dégradation de ces récepteurs bloque l'activation 

des neutrophiles en inhibant la dégranulation, la production de « Neutrophil Extracellular 

traps » (NETs) et la libération des espèces réactives de l’oxygène. C. trachomatis peut ainsi 

survivre pendant de longues périodes (36 heures au moins) dans les neutrophiles et se répliquer 

pour produire d'autres progéniteurs infectieux (289, 290). CPAF a la capacité de dégrader les 

protéines pro-apoptotiques à un seul domaine BH3 (BH3 only) : Bik, Puma, et Bim qui activent 

la voie mitochondriale de l’apoptose (291, 292). Par ce mécanisme, Chlamydia augmente la 

survie de la cellule hôte indispensable pour son expansion. Cet effet est néanmoins limité et 

actuellement remis en question (293). C. pneumoniae utilise les neutrophiles pour attirer des 

macrophages en stimulant la sécrétion de « macrophage inflammatory protein 1 beta » (MIP-

1ß) par ces derniers. Par la suite, les neutrophiles ainsi infectés libèrent des corps apoptotiques 

contenant du Chlamydia. Les macrophages, ainsi recrutés, les phagocytent par un mécanisme 

d’efferocytose connu pour entrainer un signal de résolution de l’inflammation (294). Ainsi, C. 

pneumoniae infectent silencieusement les macrophages (290). En réponse, ces derniers 

augmentent leur production de TGF-ß en se polarisant en macrophage M2 laissant la liberté à 

Chlamydia de proliférer dans cette nouvelle cellule hôte (290, 295). Les macrophages alternatifs 

polarisés M2 surexpriment le récepteur du mannose (CD163) qui rend cette cellule plus 

susceptible à l’infection à C. trachomatis, probablement du fait d’une interaction avec le 

MOMP de Chlamydia (283, 296). Une infection directe du macrophage par Chlamydia a un 

effet inverse entrainant une polarisation pro-inflammatoire M1, situation défavorable pour sa 

survie (290, 295). En effet, les corps élémentaires libres de Chlamydia activent 

préférentiellement le TLR2 des monocytes/macrophages mais aussi l’inflammasome d’une 

manière dépendante de NLRP3, AIM2 et MyD88 responsables d’une sécrétion accrue de 
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cytokines (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-…) et chimiokines pro-inflammatoires (CCL2, 

CXCL1, CXCL5, CXCL10, GM-CSF, G-CSF) (283).  Les macrophages polarisés M2 sont 

donc une niche cellulaire pour Chlamydia lui permettant de proliférer, de survivre et d’entrer 

dans son état de persistance (295, 297).  

 

C. trachomatis est capable de survivre au stress oxydatif des phagocytes. Elle inhibe la fusion 

du phagolysosome et l’activation de la NADPH oxydase en séquestrant dans la membrane de 

l’inclusion, Rac, une sous unité régulatrice de cette dernière (298, 299). CPAF, sécrété par le 

corps réticulé en intracytoplasmique, et le « type III secreted effector proteins » (T3SE), en 

collaborant, inhibent la translocation de la sous-unité p65 de NF-B permettant l’inhibition de 

la sécrétion des IFN et des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 (300). L’IFN-, induisant 

l’expression d’IDO, prive C. trachomatis de tryptophane. Pour faire face à ces conditions 

défavorables, cette bactérie a développé un mécanisme adaptatif lui permettant de synthétiser 

du tryptophane à partir de l’indole glycerol 3-phosphate grâce à sa tryptophane synthase (301).  

Ainsi, Chlamydia lutte contre la réponse pro-inflammatoire du système immunitaire inné.  

Les cellules mononuclées exprimant le CMH II sont essentielles dans la résolution de 

l’infection à Chlamydia par la mise en place d’une réponse humorale spécifique (302, 303).  

Dans l’optique d’éviter qu’un de ses antigènes soit présenté par le CMH II aux lymphocytes T, 

Chlamydia bloque l’expression de CMH II induit par l’IFN- en dégradant « Upstream 

Stimulatory Factor-1 » (USF-1) (304). Il peut aussi inhiber l’expression du CMH I, constitutif 

ou induit par l’IFN-, grâce à la dégradation de « Regulatory Factor X5 » (RFX5) (305). Ainsi, 

Chlamydia élabore un subterfuge pour limiter la génération de cellules T CD4+TNF-+IFN-+ 

spécifiques, impliquées dans la résolution de l’infection et l’immunisation (306, 307). Enfin, 

l’infection à Chlamydia entraine également une augmentation de l’expression de « Programmed 

cell death protein ligand 1 » (PD-L1) localement, empêchant l’expansion et le recrutement local 

des lymphocytes T CD8+ sécréteurs de l’INF-, connu pour être bactéricide (308).  

 

3.7. Mécanismes pathogéniques au cours de l’arthrite réactionnelle 

Contrairement à la SA les données immunologiques dans l’arthrite réactionnelle sont assez 

limitées et parfois difficiles d’interprétation. En effet, en l’absence de critères diagnostiques 

internationaux reconnus, les patients inclus dans les études sont assez hétérogènes rendant la 

comparaison complexe. Certains auteurs s’attachent à inclure des patients après l’identification 

bactérienne par culture ou PCR afin de retenir le diagnostic, d’autres non. 
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C. trachomatis se retrouve dans la synoviale de sujets atteints d’arthrite réactionnelle sous la 

forme de corps aberrants entrainant une infection chronique à bas bruit (309). Certains auteurs 

décrivent même la présence de corps élémentaires dans le liquide synovial (259). Chlamydia 

persiste et reste métaboliquement active même dans les articulations des sujets atteints d’arthrite 

réactionnelle en rémission (310). Contrairement à Chlamydia, les entérobactéries induisant une 

arthrite réactionnelle ne sont jamais isolées dans les articulations. En revanche, certains de leurs 

produits bactériens comme le LPS peuvent être retrouvés (311, 312).  

 

Une des questions est de savoir comment Chlamydia qui infecte initialement la muqueuse de 

l’appareil génital se retrouve à infecter finalement les macrophages et fibroblastes synoviaux 

de l’articulation (309). Même si C. trachomatis est une bactérie intra-cellulaire strict il n’est 

pas exclu que des corps élémentaires diffusent dans la circulation sanguine puis se retrouvent 

dans la membrane synoviale et le liquide synovial, comme ce que l’on observe dans l’arthrite 

septique à pyogène. Néanmoins, il parait plus probable que Chlamydia soit transportée par des 

cellules et notamment les monocytes/macrophages, tel un cheval de Troie, à travers le flux 

sanguin (313, 314). De l’ADN de Chlamydia est d’ailleurs détecté par PCR dans les cellules 

mononuclées sanguines et dans les articulations des patients souffrant d’arthrites réactionnelles 

chroniques (261). Un traitement antibiotique prolongé améliore les symptômes de ces patients, 

suggérant que la persistance de Chlamydia dans l’articulation est responsable des 

manifestations rhumatologiques (261). Le lien entre la dissémination systémique de Chlamydia 

et l’arthrite réactionnelle n’est pas clairement démontré. Cependant, la présence de Chlamydia 

dans l’articulation n’explique pas isolément la survenue de l’arthrite réactionnelle. En effet, il 

est possible d’en retrouver dans les articulations de sujets atteints d’arthrose (21,9%) ou même 

des sujets sains (6,6%), indiquant que l’infection doit survenir sur un terrain prédisposant pour 

que l’arthrite survienne (315, 316).  

 

Des clones de lymphocytes T, reconnaissant spécifiquement des antigènes de Chlamydia 

(MOMP et HSP60), infiltrent en grandes quantités les articulations (5 à 30 fois plus que dans 

le sang périphérique) (317, 318). Ils sont localement polarisés Th1 et sécrètent à la fois du TNF-

 et de l’IFN- après une stimulation antigénique spécifique (317). Les patients HLA-B27 

positifs, plus susceptibles de souffrir de forme chronique, produisent moins d’IFN- et de TNF-

, suggérant qu’une réponse Th1 moins franche en phase aigüe peut être impliquée dans la 
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chronicisation de l’arthrite (319-321). Ce défaut de production de cytokines pro-inflammatoires 

dans le sang est un environnement favorable à la survie de Chlamydia durant sa migration vers 

l’articulation. A contrario, dans l’articulation, quatre fois plus de lymphocytes CD3+ sécrètent 

de l’IFN- dans les arthrites réactionnelles chroniques comparées aux forme aigues. Cette 

production locale importante d’IFN- peut expliquer la présence de corps aberrants de 

Chlamydia dans l’articulation responsable de la chronicisation de l’arthrite (320).  

 

Une production accrue dans le liquide synoviale d’IL-17, IL-6 et d’IL-1β est observée dans 

l’arthrite réactionnelle (322, 323). Comme dans la SA, les cellules de l’immunité innées sont 

des cellules productrices importantes d’IL-17. En effet, il est identifié durant l’arthrite 

réactionnelle que des lymphocytes T  et NK produisent dans l’articulation de l’IL-17 (324). 

De façon intéressante, les NK ont dans l’articulation des capacités de cytotoxicité diminuées 

(expression de perforine et de granzyme diminués) ce qui pourrait être un mécanisme impliqué 

dans la persistance de l’infection (324). 

 

Néanmoins, malgré des décennies de recherches, la démonstration que l'arthrite réactionnelle 

est déclenchée par un processus auto-immun, induit par une perte de tolérance du fait d’un 

mimétisme moléculaire, peine à convaincre. Un autre paradigme peut être proposé, postulant 

que cette maladie est pilotée par une réponse inflammatoire dirigée par la persistance des 

PAMPs de Chlamydia dans l’articulation. Une meilleure compréhension des mécanismes 

immunologiques conduisant à l’arthrite réactionnelle nécessite de faire faire appel à des 

modèles animaux robustes.  

 

4. Les souris SKG, modèle murin d’étude des spondyloarthrites 

L’étude des modèles animaux a permis à la communauté scientifique de mieux comprendre les 

mécanismes impliqués dans les rhumatismes inflammatoires chroniques et d’étudier en pré-

clinique l’efficacité et la toxicité de nouvelles approches thérapeutiques (325). L’étude des 

mécanismes amenant aux SpA nécessite d’avoir un modèle d’étude possédant un système 

immunitaire mature complet, condition qui n’est pas possible de réunir sur des expériences in 

vitro. L’accès à des prélèvements d’intérêts (enthèse, biopsie digestive…) est limité chez 

l’humain rendant l’étude des modèles animaux important. Un modèle animal doit répondre à 

plusieurs critères pour être utilisé comme modèle d’étude de pathologies humaines (326) : 
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• Reproduire les symptômes et les manifestations cliniques de la maladie étudiée 

• Mettre en jeu des mécanismes biologiques, censés être à l’origine des manifestations 

chez l’humain. 

• Devoir répondre à des traitements connus pour être efficaces chez l’humain. 

 

4.1. Découverte du modèle SKG par Sakaguchi 

En 2003, Sakaguchi et al. ont observé qu’une de leurs colonies de reproduction de souris 

BALB/c entretenues dans leur laboratoire dans un environnement conventionnel avait 

développé spontanément des arthrites chroniques (327). Ils avaient découvert un nouveau 

modèle murin d’étude des rhumatismes inflammatoires qu’ils nommeront souris SKG. 

En milieu conventionnel (non SPF), les souris SKG développent spontanément des arthrites 

destructrices au niveau des articulations interphalangiennes des pattes antérieures à 2 mois de 

vie, puis progressivement de façon symétrique au niveau des interphalangiennes des doigts des 

pattes arrière pour enfin atteindre les articulations des poignets, des chevilles et la base de la 

queue à 4 et 8 mois de vie. Les épaules, coudes et genoux sont rarement affectés. Le phénotype 

est plus sévère chez les femelles.  En histologie, les articulations gonflées sont le siège d’une 

synovite sévère très vascularisée avec prolifération de synoviocytes villeux et infiltrée de 

neutrophiles, macrophages, lymphocytes T CD4+ et B accompagnée d’une épanchement 

articulaire riche en neutrophiles (327). 

Les souris SKG développent aussi des manifestations extra-articulaires avec des pneumopathies 

interstitielles à 6 mois dans 90% des cas, des infiltrats inflammatoires de la peau dans plus de 

90% des cas et dans 10-20% des nodules sous-cutanés nécrobiotiques.  

Sur le plan auto-immun, les souris SKG produisent des facteurs rhumatoïdes et des auto-

anticorps anti-collagènes de type II et anti-HSP-70 de Mycobacterium tuberculosis, une 

hypergammaglobulinémie IgG et des complexes auto-immuns circulants. Cependant, aucun 

anticorps anti-ADN ou spécifique d’organes n’est retrouvé à 6 mois de vie. Du fait de cette 

description initiale du modèle, le modèle SKG est longtemps resté un modèle d’étude de la PR. 

 
4.2. La mutation ZAP-70W163C dans le modèle SKG 

Une mutation de la partie codante du gène Zap-70 (zeta-chain-associated protein) au niveau du 

nucléotide 489 consistant en une substitution d’une Guanine pour une Thymine a été identifiée 

chez ces souris SKG (327). Cette mutation faux-sens est responsable d’une altération du codon 

163 entrainant la substitution du tryptophane par une cystéine (W163C). Cette substitution 
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d’acide aminé intéresse le domaine « Src Homology 2 » (SH2) de la protéine ZAP-70. Ainsi, 

la conformation du domaine SH2 est perturbée, ce qui empêche l’arrimage de ZAP-70 aux 

résidus tyrosines phosphorylés d’autres protéines, conduisant à un défaut de transduction du 

signal TCR dans les lymphocytes T.  

 

Le TCR permet aux cellules T de reconnaitre spécifiquement un antigène et de proposer une 

réponse en retour, base de la réponse immunitaire adaptative. Une transduction du signal en 

intra-cellulaire est alors nécessaire pour engager la réponse du lymphocyte. Le complexe TCR 

est constitué par l’hétérodimère TCR β qui reconnait spécifiquement l’antigène mais aussi par 

d’autres protéines indispensables : le complexe CD3 (chaines , , ) et la chaine . Le TCR 

identifie l’antigène spécifique présenté par la cellule présentatrice d’antigène via le CMH II 

(328). Le CD4 est impliqué dans la stabilisation de cette interaction du complexe TCR-

antigène-CMH II et recrute la tyrosine kinase Lck. Lck phosphoryle alors les deux tyrosines 

présentes dans des régions intra-cytoplasmiques, « Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 

Motifs » (ITAMs), des chaines , ,  et  du complexe CD3 (328).  C’est alors que ZAP-70 

intervient en se fixant via son domaine SH2 aux tyrosines phosphorylées des régions ITAMs 

(328). Lck phosphoryle trois tyrosines de la protéine ZAP-70 et l’active. A son tour ZAP-70 

phosphoryle « linker for activated T cells » (LAT) et SLP-76 (328). Un protéine adaptatrice 

Gads maintient ensemble LAT et SLP-76, via ces tyrosines phosphorylées. LAT et SLP-76 ont 

de multiples sites de fixation lui permettant de recruter de nombreuses protéines impliquées 

dans l’activation de quatre voies de signalisation au total : la phospholipase C-γ (PLC-γ) 

responsable de la transcription, Akt qui affecte le métabolisme du lymphocyte, « adhesion and 

degranulation-promoting adapter protein » (ADAP) qui augmente l’adhésion cellulaire et Vav 

qui initie la polymérisation de l’actine (328) (Figure 11).  

L’activation de tous ces facteurs de transcription aboutit à une production d’IL-2 qui est 

essentielle pour la prolifération et la différentiation du lymphocyte T. 
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Figure 11. ZAP-70 et transduction du signal TCR 

 

CPA : cellule présentatrice d’antigène, LT : lymphocyte T, CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité, TCR : 

T cell receptor, ITAMs : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs, ZAP-70 : zeta-chain-associated 

protein 70, LAT : Linker for Activated T cells, PLC-γ : la phospholipase C-γ, ADAP : Adhesion and 

Degranulation-promoting Adapter Protein, NFAT : Nuclear factor of activated T-cells. 

Figure adaptée des figures issues de Roncagalli et al. (329) et Yan et al. (330) 

 

Nous pouvons donc voir que la protéine ZAP-70 a une place centrale et est impliquée très en 

amont dans le signal de transduction du TCR. La mutation SKG ZAP-70w163C à l’état 

homozygote (ZAP-70skg/skg) est responsable de l’arthrite chez ces souris (phénotype observé 

aussi chez les souris croisées ZAP-70 skg/- mais pas chez les souris ZAP-70skg/+) (327). Des 

expériences de co-précitations ont démontré que ZAP-70 muté n’arrivait pas à se complexer 

aux régions ITAM de la chaine  (327). Les lymphocytes SKG (ZAP-70 skg/skg) spléniques et 

des ganglions, stimulés par un anticorps monoclonal anti-CD3, ont comparativement à des 

souris BALB/c non mutées (ZAP-70+/+) (327) : 

• Un faible niveau de phosphorylation de ZAP-70, TCR-, de LAT et de PLC-1  

• Une forte diminution des flux calciques intracytoplasmiques (reflet de la diminution de 

l’activation de PLC-) 

• Une absence d’augmentation de Syk, tyrosine-protéine kinase ayant une action similaire 

à ZAP-70 dans les lymphocytes B qui pourrait compenser le rôle de ZAP-70 dans les 

lymphocytes T.  

 

L’ensemble de ces constatations indique que la mutation ZAP-70W163C altère le recrutement de 

ZAP-70 par les régions ITAMs ce qui bloque fortement, très en amont, la transduction du signal 
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TCR et l’activation des facteurs de transcription, nécessaire à la prolifération et la survie des 

lymphocytes via la sécrétion d’IL-2.  

 
4.3. La mutation ZAP-70W163C entraine une sélection thymique de lymphocytes Th17 

autoréactifs  

L’architecture du thymus, le nombre de thymocytes et de splénocytes et la fonction des NK (qui 

expriment ZAP-70) ne sont pas modifiés chez la souris SKG. En revanche, il existe une 

lymphopénie CD4+ et CD8+ en périphérie.  

L’hypothèse pour expliquer la génération de lymphocytes auto-réactifs « arthritogènes » est que 

la mutation ZAP-70W163C modifie la sensibilité des lymphocytes à la sélection thymique 

positive et négative. La sélection positive au niveau du thymus permet de retenir uniquement 

les lymphocytes T capables de reconnaitre le CMH via son TCR. Pour cela la reconnaissance 

du CMH doit induire une transduction du signal TCR.  Au final, chez la souris SKG, seuls les 

lymphocytes hautement auto-réactifs (les lymphocytes T arthritogènes), reconnaissant des 

protéines du soi, ont une transduction suffisante du signal TCR, compensant la signalisation 

atténuée par la protéine ZAP-70W163C mutée leur permettant de passer la sélection positive 

thymique (331) (Figure 12). Ces altérations de la sélection des cellules T thymiques entraînent 

une déviation de l'ensemble du répertoire des cellules T vers une plus grande auto-réactivité.  

Le rôle pathogénique de ces lymphocytes mutés ZAP-70W163C a été démontré à la suite d’un 

transfert adoptif de cette population de cellules T CD4+ (CD4+skg/skg ou CD4+skg/-), à des souris 

« nude », qui ont développé de l’arthrite. Les CD8+ skg/skg ou skg/- ne sont pas, contrairement aux 

CD4+, impliquées dans la genèse de l’arthrite.  
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Figure 12. La mutation ZAP-70W163C est responsable d’une altération de la sélection de 

lymphocytes T. 

 

Figure issue et adaptée de Sakaguchi et al. (332) 

 

Les souris SKG ont, en milieu SPF, de façon spontanée, une augmentation des lymphocytes 

CD4+IL-17A+ (Th17) dans les ganglions (3-10%) et dans la rate, comparée à des souris BALB/c 

(0.2-0.7%) (331, 333, 334). Les lymphocytes CD4+IL-17A+IFN-- infiltrent l’articulation et 

expriment fortement CCR6 à la différence des Th1 (334). CCL20, ligand du CCR6, produit par 

les synoviocytes et les Th17, permet d’attirer ces derniers sur le site articulaire (334).  Le 

transfert de lymphocytes CD4+IL-17+/+ SKG à des souris immunodéficientes RAG 2-/- provoque 

des arthrites, ce qui n’est pas le cas pour les CD4+IL-17-/- SKG, apportant la preuve que cette 

fraction de lymphocytes Th17 sont bien les lymphocytes « arthritogènes » (333).  

Le nombre de lymphocytes Treg FOXP3+ est diminué dans le thymus et il est comparable en 

nombre (mais pas en proportion du fait de la lymphopénie SKG) dans les ganglions et la rate 

chez la souris SKG (331). Les Treg SKG ont des fonctions immunosuppressives altérées. Le 

transfert de CD4+ SKG déplétée en Tregskg/skg chez des souris nude induit une arthrite plus 

précoce et plus sévère associée à une mortalité accrue (survie 66.7% contre 100%) et au 

développement d’autres atteintes d’organes (gastrite, thyroïdite, colite, dermatite, et 

pneumonie). Le transfert adoptif de Treg de BALBc ZAP-70+/+ diminue la sévérité des arthrites 

plus efficacement que les Tregskg/skg, démontrant que les Treg mutés SKG ont une action 

immunosuppressive diminuée (331).  
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4.4. Souris SKG modèle d’étude de l’impact des facteurs environnementaux sur un 

terrain de prédisposition génétique  

En condition SPF, les souris SKG ne déclenchent pas d’arthrite alors qu’elles ont de 

lymphocytes T potentiellement arthritogènes qui sont contrebalancés par la présence des 

lymphocytes Treg. Cet équilibre fragile est rompu quand les lymphocytes Th17 effecteurs sont 

forcés à proliférer lorsqu’ils sont introduits dans un environnement déficient en cellules T 

(souris « nude »), d’autant plus en absence de Treg, ou quand une stimulation de l’immunité 

innée survient.  En effet, l’arthrite chez les souris SKG est moins sévère si elle est déclenchée 

dans un environnement sans germe que SPF (335). L’inflammation digestive iléale dans le 

modèle SKG est elle aussi médiée par le microbiote digestif (335).   

Les souris SKG sont plus susceptibles aux infections fongiques et il s’est avéré que les souris 

SKG originelles maintenues en milieu conventionnel étaient en fait infectées au niveau 

pulmonaire par de nombreux champignons (Pneumocystis murina, Cladosporium 

cladosporioides, Graphium rubrum, Alternaria alternata, et Aspergillus nidulans) (336). Le 

traitement des souris SKG élevées en milieu conventionnel par un antifongique 

(l’amphotéricine) prévient l’apparition spontanée de l’arthrite (336).  

 

Par la suite, plusieurs agents chimiques et biologiques ont été testés pour induire une arthrite 

précoce et sévère dans le modèle SKG en condition SPF afin d’avoir un contrôle optimal de 

l’environnement. Une unique injection de zymosan (β-glucan associé à du mannan, chitin et 

des protéines) en intra-péritonéal (IP) s’avérait être le stimulus le plus efficace pour le 

développement de l’arthrite (337). 

Initialement le modèle SKG était considéré comme un modèle d’étude de la PR. Ruutu et al. 

ont décrit plus précisément les manifestations cliniques du modèle SKG survenant après une 

stimulation par du curdlan (beta 1-3 glucan linéaire d’environ 500-mers provenant de la bactérie 

Alcaligenes faecalis). L’injection de curdlan en intrapéritonéal ou sous cutanée, et non par 

gavage, induit une arthrite sévère des chevilles et/ou des poignets 2 à 3 semaines après chez 

toutes les souris et des dactylites dans 40-50% des cas. A 10 semaines, l’enthésite achiléenne, 

la fasciite plantaire, l’arthrite des sacro-iliaques, et un infiltrat inflammatoire des disques 

intervertébraux à l’étage lombaire est évident chez toutes les souris SKG. Une inflammation du 

tube digestif, prédominant sur l’intestin grêle, survient à 10-12 semaines, chez 50-60% des 

souris SKG (inflammation transmurale, élongation des cryptes, abcès, formation de granulome 

comme dans la maladie de Crohn). Une inflammation du derme et un épaississement de 

l’épiderme est aussi retrouvé. Enfin, 25 % des souris SKG sont sujettes à une uvéite antérieure 
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unilatérale 12 semaines après l’injection de curdlan. Les souris SKG produisent des anticorps 

antiprotéoglycanes et anti-collagène de type II 4 semaines après l’induction par curdlan mais 

pas de facteurs rhumatoïdes. Le curdlan active les cellules dendritiques via l’activation du 

récepteur Dectin-1 et induit la production de TNF- ainsi qu’une surexpression de CD40, CD80 

et du CMH II. In vivo, le blocage de Dectin-1 avec un anticorps monoclonal diminue la sévérité 

et l’incidence de l’arthrite. Chez la souris BALB/c non mutée, le curdlan entraine une arthrite 

modérée, transitoire et retardée dans 50% des cas (histologie normale à 4 mois). Le transfert de 

splénocytes de souris SKG ayant présenté une arthrite induite par le curdlan chez une souris 

Nude transfère l’arthrite ce qui n’est pas le cas avec des souris BALBc donneuses. Plus de la 

moitié des macrophages/cellules dendritiques infiltrant la synoviale expriment Dectin-1, le reste 

étant des neutrophiles. L’inflammation articulaire observée chez certaines souris BALB/c 

semblent donc plutôt s’expliquer par une stimulation transitoire des macrophages et 

neutrophiles ; inflammation ne pouvant perdurer en l’absence de participation de lymphocytes 

T auto-réactifs.  

 

En résumé, les souris SKG reproduisent les manifestations extra-articulaires retrouvées dans 

les SpA humaines (inflammation de l’intestin grêle reproduisant des caractéristiques de la 

maladie de Crohn, infiltrat inflammatoire de la peau faisant évoquer du psoriasis et des uvéites) 

mais aussi les manifestations articulaires avec une inflammation intéressant le squelette axial 

(discite, sacro-iliite) responsable d’érosions sévères et de productions osseuses (338), de 

dactylites, d’enthésites du tendon achiléen et des fasciites plantaires. L’ensemble de ces 

observations font aujourd’hui du modèle SKG un modèle animal d’étude des SpA.  

 
4.5. Les souris SKG, modèle d’étude de l’arthrite réactionnelle à Chlamydia 

Il existe de nombreux modèles murins d’étude de l’infection génitale à Chlamydia permettant 

de disséquer les mécanismes immunopathologiques responsables de la stérilité tubaire dans 

l’optique de mettre au point une vaccination efficace (339). Ces modèles murins consistent à 

instiller en intravaginal une suspension de C. muridarum ou C. trachomatis. Les souris, malgré 

l’infection, ne déclenchent aucune arthrite.  

Il existe, cependant, très peu de modèles murins permettant d’étudier l'histoire naturelle et la 

pathogenèse de l'arthrite réactionnelle à Chlamydia. Hough A. et al. ont démontré qu’une 

inoculation de C. trachomatis directement dans l’articulation chez des souris C57BL/6 induit 

une arthrite aiguë résolutive en 7-10 jours, d’autant plus importante si la souris avait été 

précédemment infectée par voie génitale (340). Dans l’articulation, C. trachomatis était 
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préférentiellement retrouvée dans les synoviocytes macrophagiques mais n’entrainait pas 

d’arthrite chronique. Ce modèle ne permet pas d’étudier le lien entre la persistance de 

l’infection à Chlamydia et l’entretien de l’inflammation articulaire. Un autre modèle d’étude de 

l’arthrite réactionnelle à Chlamydia consiste à injecter des synoviocytes infectés par 

C.trachomatis directement dans l’articulation de rats Lewis. Une arthrite chronique locale se 

développe alors associée à une diffusion de C.trachomatis au niveau de la rate et du foie (341). 

Cependant, aucune arthrite ne survient à distance de l’articulation infectée et aucune 

manifestation extra-articulaire habituellement observée dans l’arthrite réactionnelle est 

rapportée. Enfin, la voie de transmission de l’infection à C.trachomatis dans cette étude reste 

très éloignée de ce qui se passe en médecine humaine. Ces modèles ne reproduisent donc pas 

fidèlement les symptômes observés chez l’humain au cours de l’arthrite réactionnelle, rendant 

difficile l’extrapolation de ces résultats. 

 

Cinq semaines après une infection génitale à C. muridarum, équivalent murin de C. 

trachomatis, 85% des souris SKG femelles développaient un phénotype d’arthrite réactionnelle 

avec des arthrites asymétriques des chevilles et des poignets (342). L’infection de souris non 

mutées BALB/c n’était pas suffisante pour induire des arthrites. L’analyse histologique a 

confirmé dans ce modèle la présence de sacro-iliites, enthésites, synovites, spondylites et de 

lésions cutanées ressemblant au psoriasis (Figure 13). Des conjonctivites étaient aussi 

observées chez certaines souris, surtout chez les mâles, sans savoir si leur survenue était la 

conséquence d’une inoculation directe de Chlamydia secondaire au comportement de toilettage 

des souris. En revanche, l’infection à C. muridarum n'était pas suffisante pour que ces souris 

manifestent une maladie inflammatoire de l’intestin. Ces manifestations observées chez la 

souris SKG reproduisent assez fidèlement les symptômes de l’arthrite réactionnelle humaine.  

La survenue de l’arthrite dans ce modèle est induite par un contrôle insuffisant de la réponse 

inflammatoire à la suite de l’infection. Seules les souris SKG infectées avec du C. muridarum 

virulent déclenchent une arthrite (non observée avec du C. muridarum inactivée par ultra-violet) 

avec une sévérité inoculum dépendant. Une antibiothérapie efficace sur C. muridarum 

(rifampicine associée à la doxycycline) débutée au moment de l’infection prévient l’apparition 

de l’arthrite (342). Ces observations indiquent que l’infectivité de la souche bactérienne est 

importante dans le processus immunologique mis en place amenant à l’arthrite (342). Les souris 

SKG présentent d’ailleurs un défaut de clairance de l’infection dans les premiers jours 

comparée aux souris BALB/c (342). De l’ADN de Chlamydia a été mis en évidence une 

semaine post infection dans les articulations des souris SKG déplétées en lymphocytes Treg 
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mais non retrouvée à 12 semaines post infection chez les souris SKG ou BALB/c (342). Les 

lymphocytes T effecteurs de la rate, stimulés avec l’antigène MOMP de Chlamydia, produisent 

de façon accrue du TNF- et diminuent leur expression de l’IL-17A et de l’IFN-, cytokine clef 

dans le contrôle de l’infection à Chlamydia (342). Enfin, il a été identifié que les cellules 

myéloïdes CD11b+ augmentaient dans la rate des souris SKG après l’infection et transportaient 

de l’ADN de C. muridarum (342). 

 

Figure 13. L’infection génitale à Chlamydia muridarum induit chez la souris SKG des lésions de 

sacroiliite, enthésite, synovite, spondylite et de l’inflammation cutanée.  

 

Coupes histologiques colorées en hématoxyline et éosine des sacro-iliaques, de l’enthèse achiléenne, des 

articulations des poignets, du rachis et de la peau des oreilles obtenus chez des souris SKG et BALBc, infectées 

ou non, 12 semaines après l’infection. Grossissement x4 et x10 pour la peau. Figures adaptées de A. Baillet et al. 

(342) avec l’accord de l’auteur.  

 

Ce modèle est, à notre connaissance, le premier modèle murin d’arthrite réactionnelle induite 

par Chlamydia se rapprochant le plus de la présentation clinique survenant chez l’Homme. 

L’étude de ce modèle pourrait améliorer notre connaissance de la physiopathologie de l’arthrite 

réactionnelle qui reste à ce jour encore mal connue. 
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Axes et Objectifs de travail 

 

Les SpA sont des rhumatismes inflammatoires chroniques fréquents, invalidants qui touchent 

des sujets jeunes. Les mécanismes sous tendant la rupture entre un état sain et les SpA sont à 

ce jour insuffisamment compris. Les données les plus récentes de la littérature démontrent que 

l’environnement bactérien et l’immunité innée de type 3 occupent une place déterminante dans 

le développement de cette maladie. En effet, la dysbiose intestinale est responsable d’une 

augmentation de la perméabilité intestinale source de translocation de produits bactériens et 

d’activation des cellules immunitaires innées de l’intestin qui sont retrouvées dans les 

articulations au cours de l’arthrite.  

 

L’arthrite réactionnelle est un sous-groupe de SpA déclenchée à la suite d’une infection par un 

agent bactérien spécifique reconnu pour être l’agent causal de l’arthrite. Nous pensons que 

l’étude de l’arthrite réactionnelle est une occasion unique de mieux comprendre comment des 

bactéries font basculer le système immunitaire dans un état pro-inflammatoire responsable de 

l'apparition de l'arthrite. Pour cela nous nous sommes concentrés sur l’étude de l’arthrite 

réactionnelle induite par Chlamydia, premier agent bactérien inducteur de ce rhumatisme 

inflammatoire. Les dernières études mettent en évidence que dans l’arthrite réactionnelle les 

lymphocytes T effecteurs produisent plus de TNF- et que les cellules myéloïdes CD11b+ 

transporte Chlamydia dans les tissus périphériques. La première partie de ce travail de thèse 

(Chapitre 1) s’est concentré sur l’étude du modèle murin SKG d’arthrite réactionnelle induite 

par Chlamydia afin d’identifier si les macrophages et les neutrophiles sont impliqués dans la 

dissémination de l’infection, le déclenchement de l’arthrite et si cette dernière est médiée par 

une production accrue de TNF-, IL-17 et IL-23 comme dans les autres SpA. L’étude des 

modèles animaux est à ce jour essentiel afin d’établir de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Afin de mieux évaluer en pré-clinique les effets des nouveaux traitements dans le domaine de 

la rhumatologie, nous proposons une nouvelle approche innovante d’évaluation du 

retentissement fonctionnel de l’arthrite chez le petit animal.  

 

Il est à ce jour difficile de discriminer les patients qui se verront développer des formes plus 

sévères de leur rhumatisme inflammatoire chronique. Ces patients pourraient se voir proposer 

dans l’avenir des stratégies thérapeutiques personnalisées. L’identification de ces patients est 

donc importante. Nous évaluons dans la 2ème partie de cette thèse (Chapitre 2) l’intérêt d’un 

biomarqueur sérique excrétés par les monocytes et neutrophiles, la calprotectine (protéine S100 
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A8/A9), pour détecter les patients les plus à risque de présenter une progression structurale dans 

la SpA ou une rechute dans une maladie impliquant le neutrophile, les vascularites à anticorps 

anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA). 

 

La standardisation de la prise en charge des patients dans certaines maladies permet d’améliorer 

le devenir de ces derniers. Afin de mieux prendre en charge les SpA des programmes de 

dépistage et de prise en charge standardisée des comorbidités ont été organisés. Le 

rhumatologue dans sa pratique clinique a à disposition un nombre d’outils disponibles 

importants afin d’évaluer plusieurs composantes du rhumatisme. J’ai été amené à participer à 

une initiative nationale visant à élaborer des recommandations définissant la liste de variables 

à collecter et à rapporter systématiquement après le diagnostic et pendant le suivi des SpA axiale 

dans la pratique quotidienne. Ce travail est présenté dans la dernière partie de la thèse (Chapitre 

3). Enfin, il existe une surmortalité cardiovasculaire dans la SA et des atteintes cardiaques telle 

que des valvulopathies source d’insuffisance aortique, de trouble de la conduction et des 

cardiomyopathies peuvent être observées au cours de l’évolution de la maladie. Devant ce 

constat nous nous sommes posé la question de savoir si le dépistage des comorbidités dans cette 

maladie nécessiterait d’incorporer une évaluation systématique de la dysfonction myocardique 

et des valvulopathies par une échographie trans-thoracique. Afin de répondre à cette question 

un travail de méta-analyse a été réalisé et présenté dans la dernière partie de la thèse (Chapitre 

3).  
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CHAPITRE 1 : LA SOURIS SKG MODELE D’ETUDE 

D’ARTHRITE REACTIONNELLE 

 

1. Etude du rôle du macrophage dans l’arthrite réactionnelle 

1.1. Introduction 

L’arthrite réactionnelle est un rhumatisme inflammatoire appartenant au spectre des SpA qui 

survient à la suite d’une infection. C. trachomatis est la bactérie la plus pourvoyeuse d’arthrite 

réactionnelle. L’incidence de l’arthrite réactionnelle acquise après infection uro-génitale à C. 

trachomatis est estimée entre 3,0 à 8,1% (249). Il est probable que l’arthrite réactionnelle 

induite par Chlamydia soit sous diagnostiquée du fait que l’infection urogénitale causale est 

souvent paucisymptomatique. Les mécanismes conduisant à l’induction et à la persistance de 

l’arthrite réactionnelle ne sont pas entièrement compris. La découverte en 2015 que le modèle 

SKG (souris mutante BALBc ZAP70W163C) développent une arthrite réactionnelle cinq 

semaines à la suite d’une infection à C. muridarum, équivalent murin de C. trachomatis chez 

l’Homme, offre la possibilité d’acquérir de nouvelles connaissances dans cette pathologie. Dans 

ce modèle, l'arthrite induite par C. muridarum débute à la suite d’un déficit de contrôle de l'agent 

pathogène. Les lymphocytes T CD4+ ont un déficit de production d'IFN-γ et d'IL-17 associé à 

une expression accrue de TNF en réponse à une stimulation antigénique spécifique par le 

MOMP de C. muridarum (342).  La sévérité de l’arthrite suit une réponse dose-dépendante en 

fonction de la charge bactérienne initiale (342). On pense que les macrophages et les 

neutrophiles jouent un rôle important dans l’arthrite réactionnelle en disséminant de façon 

systémique les PAMPs de Chlamydia (313). Nous avons vu dans l’introduction que les 

macrophages sont des importants producteurs d’IL-23 dans les SpA et que cette production est 

influencée par les voies du stress du réticulum endoplasmique et de l’autophagie. L’IL-23 est 

une cytokine clef qui participe à l’activation des lymphocytes T , ILC3 et par l’expansion des 

Th17 qui sont impliqués dans le développement de l’enthésite. Étant donné que la charge 

bactérienne, la virulence du Chlamydia et son contrôle immunitaire sont essentiels au 

développement et à la persistance de l'arthrite chez les souris SKG, nous avons examiné 

comment les macrophages et les neutrophiles SKG qui phagocytent C. muridarum contribuent 

au développement de l'arthrite réactionnelle. 

 

Cet article, dont je suis le premier auteur a été publié en 2021 dans un journal de rang A, 

Arthritis & Rheumatology (impact factor 2020 : 10.9). 
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Dans cet article nous montrons que : 

• Le macrophage est impliqué dans la dissémination du Chlamydia du tractus génital vers 

d’autres tissus et est indispensable au développement de l’arthrite. 

• L’arthrite réactionnelle à Chlamydia dans le modèle SKG est médiée par le TNF-, 

l’IL-23 et l’IL-17. 

 

Ma contribution a été de :  

• Réaliser les expériences animales où j’avais la charge d’induire la maladie en 

provoquant une infection vaginale à Chlamydia, de réaliser des prélèvements vaginaux, 

d’obtenir des prélèvements de sang, de dépléter les macrophages ou réaliser des 

blocages cytokiniques, de mesurer les articulations et de réaliser les prélèvements 

terminaux. 

• Effectuer la préparation et les analyses par cytométrie en flux. 

• Mesurer par immunofluorescence la charge bactérienne en Chlamydia. 

• Réaliser les expériences de RT-qPCR. 

• Faire la lecture des coupes histologiques des articulations. 

• Contribuer substantiellement à l’analyse des données.  

• Rédiger, soumettre et réviser l’article  

Les expériences d’imagerie in vivo et de tri cellulaire par « Fluorescence-activated Cell 

Sorting » (FACS) pour identifier les cellules transportant de l’ADN de C. muridarum ont été 

réalisées par les membres du Translational Research Institude, University of Queensland, 

Brisbane, Australie. 

 

Ces résultats suggèrent que la dissémination accrue de Chlamydia, par les macrophages des 

souris SKG, est responsable d’une production accrue de TNF, responsable du développement 

et de l’entretien de l’arthrite. 

 

 

1.2. Article 1 : Mediation of Interleukin-23 and Tumor Necrosis Factor–Driven 

Reactive Arthritis by Chlamydia-Infected Macrophages in SKG Mice 
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Abstract 

 

 

Objective: ZAP-70W163C BALB/c (SKG) mice develop reactive arthritis (ReA) after Chlamydia 

muridarum (Cmu) infection. Since intracellular pathogens enhance their replicative fitness in 

stressed host cells, we examined how myeloid cells taking up Cmu drive arthritis. 

Methods: Female SKG, Il17a-deficient SKG and BALB/c mice were genitally infected with 

Cmu or Cmu Luciferase. Cmu dissemination was assessed by in vivo imaging or genomic DNA 

amplification. Macrophages were depleted using clodronate liposomes. Anti-TNF, anti-IL-

23p19 were administered after infection or arthritis onset. Hspa5, Tgtp1, Il23a, Il17a, Il12b and 

Tnf expression was compared in SKG and BALB/c mice. 

Results: One-week post infection, macrophages and neutrophils infiltrated the uterus; both 

carried Cmu DNA to the spleen. Cmu load was higher in SKG than BALB/c. Macrophage 

depletion reduced Cmu load and prevented arthritis. Compared with BALB/c, expression of 

Il23a and Il17a was increased in SKG uterine and splenic neutrophils. Anti-IL-23p19 during 

infection or Il17a deficiency suppressed arthritis. Tnf was over-expressed in SKG joints within 

one-week post infection and persisted. TNF inhibition during infection or at arthritis onset 

suppressed arthritis. Endoplasmic reticulum stress was constitutively increased in SKG joints 

but was induced, with immunity-related GTPase, by Cmu infection in uterus.  

Conclusion: The load of Cmu is higher in SKG than BALB/c mice. While proinflammatory 

IL-23 produced by neutrophils contributes to the initiation of Cmu-mediated ReA, macrophage 

depletion reduces Cmu dissemination to other tissues, tissue burden, and arthritis. TNF 

inhibition suppresses arthritis. Our data suggest that enhanced bacterial dissemination in SKG 

macrophages drives TNF production required for persistent arthritis. 
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Introduction 

Chlamydia-induced reactive arthritis (ReA) belongs to the spondyloarthritis (SpA) group of 

diseases. ReA occurs in 4 to 15% of Chlamydia trachomatis infections (1). Chlamydia is the 

most common cause of ReA overall. Clinical features typically include enthesitis, peripheral 

arthritis, inflammation of the axial skeleton, conjunctivitis and a psoriasis-like skin rash. 

Symptoms develop a few weeks after infection, which can be silent, partially explaining why 

ReA remains under-diagnosed. The mechanisms of ReA induction and persistence are not fully 

understood. However, new insights were made with the discovery that ZAP70W163C-mutant 

BALB/c (SKG) mice develop features of human ReA five weeks after Chlamydia muridarum 

(Cmu) infection, a mouse-adapted Chlamydia trachomatis related pathogen (2).  

 

The SKG ZAP70 mutation results in attenuated T cell receptor signaling, promoting a state of 

relative immunodeficiency. Cmu-induced ReA developed in association with deficient 

pathogen control by major outer membrane protein (MOMP)-specific IFN-γ and IL-17-

producing CD4+ T cells and increased T cell tumor necrosis factor (TNF) production (2). 

Arthritis development depended on infection with live pathogen and was pathogen dose 

dependent (2).  

 

Macrophages and neutrophils are thought to play an important role in ReA, through the 

systemic dissemination of pro-inflammatory Chlamydia pneumoniae and trachomatis 

pathogen-associated inflammatory molecules (PAMPs) (3). Chlamydia may paralyze 

neutrophil pathogen control mechanisms, such as extracellular trap formation (4). Toll-like 

receptor (TLR) stimulated macrophages are substantial producers of IL-23 in SpA, while 

neutrophils produce IL-23 in inflammatory bowel disease (5-8). IL-23 is a critical cytokine for 

the maintenance of Th17 cells and for stimulation of other pro-inflammatory cytokines 
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production in SpA (9). In HLA-B27+ patients and HLA-B27 SpA transgenic rats, endoplasmic 

reticulum (ER) stress may favor macrophage and dendritic cell (DC) production of IL-23 in the 

presence of TLR ligands (6, 10). Furthermore, Salmonella enterica, a ReA-associated pathogen, 

was shown to exploit ER stress in HLA-B27-expressing cells to promote its own intracellular 

replication (11). Autophagy, a highly conserved process that recycles defective organelles and 

non-functional proteins and contributes to control of intracellular microorganisms, was shown 

to contribute to intestinal IL-23 production in ankylosing spondylitis (AS) (12). Of interest, 

autophagy sequesters the NF-κB regulatory protein A20, promoting pro-inflammatory cytokine 

and chemokine production (13). Interferon-inducible immunity-related GTPase (IRG) proteins 

are required for control of intra-cellular bacterial infection (14). IRG proteins are recruited into 

Chlamydia inclusions and restrict Chlamydia replication by routing inclusions to the lysosome 

and inducing autophagy (15, 16). 

 

Given that Cmu burden and its immune control are critical for the development and persistence 

of arthritis in SKG mice, and that intracellular pathogens enhance their own replicative fitness 

in stressed host cells, we examined how SKG macrophages and neutrophils taking up Cmu 

contributed to development of Cmu-induced ReA.  
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Materials and Methods 

Mice 

Female BALB/c, SKG mice (ZAP-70w163c-mutant BALB/c mice) and IL-17-/- SKG mice aged 

6-10 weeks were bred and maintained under specific pathogen-free conditions (4 to 6 mice per 

conventional cage) at the Universities of Queensland (Australia) and Grenoble-Alpes (France, 

agreement: C 3851610006). BALB/cJRj mice were obtained from Janvier Labs. Housing 

condition was humidity 50%±20%, temperature 19-23°C, 12/12hrs dark/light sessions and ad 

libitum access to food and water. Neither SKG mice nor IL-17-/- SKG mice developed 

spontaneous disease under these conditions. Animal study was conducted in accordance with 

the European Directive 2010/63/EU and experimental procedures were approved by Ethical 

Committees: #7781-201611251629264v1 (French Research Ministry) and 

UQDI/467/12/NHMRC (University of Queensland).  

 

Chlamydia muridarum bacteria 

The same strain of Cmu (Weiss strain) was used for all experiments, grown and purified as 

previously described (2). Cmu (Weiss strain) expressing luciferase and Green Fluorescent 

Protein (pGFP-Luc-Cmu) was engineered as previously described (17). A plasmid-deficient 

strain of Cmu (Nigg strain), generated by treatment with novobiocin (O’Connell and Nicks), 

was a generous gift from Dr Catherine O’Connell, University of North Carolina at Chapel Hill 

(18). Chlamydial vaginal load was determined by direct inoculation of vaginal swabs sample 

onto McCoy cell monolayers as previously described (2). Cmu DNA was detected using the 

following primers: 5’ -GGAGCAAATCCTCAAAGCTG-3’, 5’-

ATCCCAGTCATCAGCCTCAC-3’ and quantified using SYBR green technique. Cmu gene 

copy number per cell was calculated by dividing the Cmu gene copy number by the number of 

sorted cells. 
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Infection of SKG mice 

Mice aged 6 to 10 weeks were primed by a subcutaneous injection of 2.5 mg of 

medroxyprogesterone acetate (Depo-Provera®, Pfizer) one week before infection and then 

infected with 7.103 to 1.106 inclusion-forming units (IFU) of Cmu intravaginally, as previously 

described (2). Infected and non-infected mice were placed in different cages and manipulated 

separately to avoid cross-contamination. 

 

Clinical and histopathologic assessment 

Paw swelling, the primary experimental outcome, was evaluated by the same observer for 12 

weeks post infection (pi) by measuring the thickness of hind paws with a digital caliper and the 

paw inflammation index (paw swelling variation from baseline) was calculated as in (2). Joints 

were fixed at week 12 in 10% formalin, embedded in paraffin and stained with hematoxylin 

and eosin. Two blinded and independent readers assigned a histological score of inflammation 

on a scale of 0-5 for joints and skin (2).  

 

In vivo imaging 

BALB/c and SKG mice were infected intravaginally with 2.105 IFU of pGFP-Luc-Cmu. Mice 

were imaged, as previously described (17) using the Xenogen IVIS imaging system 

(PerkinElmer, MA, USA) one week pi. Intensity of bioluminescence was analyzed by using 

living image software (PerkinElmer). 

 

Anti-Cmu MOMP antibody measurement 

Anti-Chlamydia MOMP IgG and IgA were measured in serum of infected mice 12 weeks pi, 

using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), as previously described (2).  
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Macrophage depletion  

Macrophages were depleted by intraperitoneal injection of liposomal clodronate (Liposoma, 

The Netherlands). Upon Cmu infection, mice received an initial clodronate dose of 2 mg per 

20g of mouse body weight, followed by weekly injections of 1 mg per 20 g of mouse body 

weight, for 12 weeks (n=7 mice analyzed). The control group was injected with phosphate 

buffered saline (PBS) liposomes (n=7 mice analyzed).  

 

Anti-TNF, anti-IL-23p19 and antibiotics treatment 

Mice were treated by subcutaneous injections of anti-mouse TNF antibody (2mg/kg/week of 

mouse-adapted certolizumab pegol antibody PEGylated Fab with 40kD Nektar PEG (CA156-

00501, UCB) (n=18) or 4.5 mg/kg/3 days of etanercept (n=18) (Enbrel, Pfizer) or by intra-

peritoneal injection of anti-mouse IL-23p19 antibody (60 µg/week, LSN2479016, Eli Lilly and 

Company, Indianapolis, USA) (n=17) from week 1 (at infection) to week 12 or from week 5 

(disease onset) to week 12. The control groups were injected with PBS or isotype controls (n=8-

13 mice per experiment). Rifampicin (0.4 mg/day intraperitoneally, Sanofi-Aventis) and 

doxycycline (0.3 mg/day by gavage, Alphapharm) were administered (n=11 mice) from week 

7 through week 9 pi. Adverse events and experimental group are described in supplementary 

table 1. 

 

Isolation of uterine and splenic mononuclear cells and neutrophils  

Genital tract and spleen from Cmu infected mice were collected 7 days pi for cell isolation 

(Supplementary method). Cells were used in flow cytometry or for myeloid cell isolation by 

Histopaque gradient technique (Sigma). Macrophages (MHCII+CD11c+CX3CR1+), dendritic 

cells (MHCII+CD11c+CD103+), neutrophils (MHCII-CD11b+Ly6G+) and lymphocytes (CD3+) 
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were sorted with a BD FACSAria Fusion Sorter (BD Biosciences) or MoFlo Astrios EQ™ 

Sorter (Beckman Coulter). 

 

Flow cytometry analysis 

Cells were treated with anti-CD16/32, stained with LIVE/DEAD™ Aqua, anti-mouse CD45.2 

APC (clone 104 , Biolegend), anti-mouse I-A/I-E Pacific Blue (clone M5/114.15.2, Biolegend), 

anti-mouse Ly6G PerCP-Cy5.5 (clone 1A8, Biolegend), anti-mouse CD11b AF700 (clone 

M1/70, Biolegend), anti-mouse CD11c APC/Cy7 (clone N418, Biolegend), anti-mouse 

CX3CR1 FITC (clone SA011F11, Biolegend), anti-mouse CD103 PE (clone 2E7, Biolegend) 

and anti-mouse CD3 FITC (clone 17A2, Biolegend), adapting a method identifying intestinal 

myeloid populations (7). Cell numbers were enumerated using Flow-Count Fluorospheres 

(Beckman Coulter), as previously described (19). Data were acquired on a LSRII Fortessa X20 

flow cytometer (BD Biosciences) (Supplementary method).  

 

Quantitative real time PCR 

Uterine and splenic macrophage/DC, neutrophils and lymphocytes from infected SKG and 

BALB/c mice were analyzed after total RNA was isolated using RNeasy minikit (Qiagen) and 

cDNA was prepared using Tetro cDNa synthesis kit (Bioline). RNA from genital tracts and 

hind paws were isolated 1 and 5 weeks pi respectively and cDNA was generated using 

SuperScriptTM III First-Strand Synthesis SuperMix Kit (Invitrogen) (Supplementary method). 

Quantitative real-time PCR for Il12b (Forward 5’- GGAAGCACGGCAGCAGAATA-3’; 

reverse 5’-AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG -3’), Il23 (Forward 5’-

GCTGTGCCTAGGAGTAGCAG-3’; reverse 5’-TGGCTGTTGTCCTTGAGTCC-3’), Il17a 

(Forward 5’-TCTCCACCGCAATGAAGACC-3’; reverse 5’-

CACACCCACCAGCATCTTCT-3’), Tnf (Forward 5’-
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CATCTTCTCAAAATTCGTGTGACAA-3’; reverse 5’-

TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’ or Tnf, Mm00443258_m1, Thermofisher), Hspa5 

(Forward 5’-ACTTGGGGACCACCTATTCCT-3’; reverse 5’-

GTTGCCCTGATCGTTGGCTA-3’), Tgtp1 (Forward 5’-

TGCACAGATGGGGATGAATTTC-3’; reverse 5’-TCACTGTCGAGAGACTCCTGA-3), 

Hprt (Forward 5’- CCCCAAAATGGTTAAGGTTGC -3’; reverse 5’- 

AACAAAGTCTGGCCTGTATCC -3’ or Forward 5’-TCAGTCAACGGGGGACATAAA-3’; 

reverse 5’-GGGGCTGTACTGCTTAACCAG-3’) and Gapdh (Mm99999915_g1, 

Thermofisher) was performed using SYBR green or TaqMan technology. All real-time RT-

PCR data were normalized relative to a housekeeping gene (Hprt or Gapdh). Data are reported 

as relative fold change compared to Hprt calculated using the ΔCt method or as relative fold 

change in gene expression compared to non-infected BALB/c using the ΔΔCt method.  

 

Statistical analysis 

The normality of the distribution was assessed by the Kolmogorov-Smirnov test. One-way non-

parametric ANOVA (Kruskal Wallis test) and Mann-Whitney tests were used for non-normally 

distributed data and t-test or one and two-way ANOVA with post hoc Tukey’s test for normally 

distributed data. P values < 0.05 (2-tailed) were considered significant. The number of animals 

needed to achieve statistical power was estimated from previous experiments: 8 mice per group 

with an -risk of 0.05 reach a power of 80% (2). Statistical analysis was performed using 

GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, San Diego, USA). 
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Results 

Macrophages and neutrophils infiltrate the genital tract of infected mice and systemically 

disseminate Cmu  

Cmu genital infection induces a pro-inflammatory response. By flow cytometric analysis of 

cellular infiltrate into the uterine horns, the number of macrophages and neutrophils, but not 

DCs, increased in both BALB/c and SKG mice within one-week post-Cmu genital infection 

(Figure 1A-C and Supplementary Figure 1). Previously, Cmu DNA was found in CD11b+ 

myeloid cells in SKG mouse spleen and lymph node 1 week pi (2), indicating that myeloid cells 

may transport Cmu from the site of infection to the spleen. To identify which myeloid cells 

transport Cmu to the spleen after genital tract infection, we infected SKG mice with Cmu, and 

one-week later isolated splenic DCs (MHCII+CD11c+CD103+), macrophages 

(MHCII+CD11c+CX3CR1+), and neutrophils (MHCII-CD11b+Ly6G+). Cmu DNA was 

detected in macrophages and neutrophils, but not DCs, indicating that these cells take up and 

disseminate Cmu within 1 week of infection (Figure 1D). When normalized against number of 

sorted cells, Cmu DNA copy number was higher in macrophages than neutrophils, and also 

higher in SKG infected mice compared to BALB/c (Figure 1E).  

 

To track Cmu dissemination and burden after infection of the genital tract epithelium, we used 

Cmu expressing luciferase and GFP (pGFP-Luc-Cmu). Luciferase signal ascended from lower 

to upper genital tract by 7-11 days pi in SKG and BALB/c mice infected with pGFP-Luc-Cmu 

(Figure 2A). Vaginal shedding of wild type (WT) and pGFP-Luc-Cmu was significantly higher 

in SKG than BALB/c mice for 2 weeks pi (Figure 2B). To determine the contribution of 

macrophages to the Cmu burden, we administered clodronate liposomes 1 day before infection 

with pGFP-Luc-Cmu. Consistent with published evidence (20, 21), clodronate liposomes 

significantly depleted CD11b+Ly6G- blood and peritoneal monocytes/macrophages, and 



 

102 

 

preserved CD11b+Ly6G+ neutrophils (Figure 2C). Macrophage depletion reduced Cmu 

burden, as the pGFP-Luc-Cmu signal was almost undetectable in the lower and upper genital 

tract 6 days pi (Figure 2D). These data indicate that macrophages and neutrophils take up Cmu 

in the inflamed lower genital tract and transport it systemically. After clodronate, dissemination 

to upper genital tract is minimal and the Cmu load is reduced.  

 

Macrophages are necessary for Cmu-induced ReA  

To investigate the role of macrophages in the development of WT Cmu-induced ReA in SKG 

mice, macrophages were depleted with weekly injections of clodronate liposomes, starting on 

the day of Cmu genital infection. SKG mice infected with Cmu and treated with clodronate 

liposomes did not develop arthritis (Figure 3A), consistent with the reduction in genital tract 

Cmu burden (Figure 2D) and the relationship between Cmu burden and arthritis (2). Mean paw 

inflammatory indices were significantly decreased in infected SKG mice treated with 

clodronate liposomes when compared to SKG mice treated with PBS liposomes and no different 

from uninfected SKG mice. This was confirmed histologically: cellular infiltration was present 

in the skin, fore and hind paws of mice treated by PBS liposomes and not in mice treated with 

clodronate liposomes, with a reduced histological score at each site (Figure 3B). Enthesitis, 

synovitis and plantar fasciitis were also abrogated by macrophage depletion (Figure 3C). Anti-

chlamydial MOMP antibody titers were not affected by clodronate treatment (Figure 3D). This 

is consistent with evidence that CD4 T cells and neutrophils are necessary for anti-Cmu 

antibody production in BALB/c mice (22) and that anti-Cmu MOMP antibody titers are not 

reduced in SKG relative to BALB/c mice (2). These data indicate that Cmu transport by 

macrophages is required for the development of ReA but not Cmu antibody immune response 

in SKG mice.  
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Autophagy and ER stress characterize SKG response to Cmu infection 

Intracellular pathogens may enhance their replicative fitness in stressed host cells. To compare 

propensity of SKG and BALB/c mice to develop an IRG response and ER stress in response to 

Cmu infection, we quantified ER stress-related Hspa5 and IRG-related Tgtp1 (also known as 

Irgb6) expression in genital tract and ankle joint before infection and 1 and 5 weeks pi as 

arthritis began. In the joint, Tgtp1 and Hspa5 were constitutively increased in SKG mice. Tgtp1 

increased 100 fold in SKG mice 1 week pi (Figure 4A). Hspa5 increased in BALB/c mice 5 

weeks pi (Figure 4B). In the uterine horn, Tgtp1 increased 10 fold in BALB/c mice 1 week pi 

then 100 fold 5 weeks pi in SKG mice (Figure 4C). Hspa5 also increased in SKG mice at 5 

weeks pi (Figure 4D). Hspa5 and Tgtp1 levels were strongly correlated in joint and uterine 

horn (Figure 4E-F). These data indicate that while BALB/c mice make a small early genital 

tract IRG response that drives autophagy to control chlamydia replication, the SKG response is 

much greater – first in joint and then in uterine horn. This IRG response correlates with an ER 

stress response in SKG genital tract after Cmu infection. In contrast and unrelated to infection, 

ER stress and low levels of IRG are constitutive in the joints of naïve SKG mice. 

 

Persistent infection and inflammation are required for Cmu -induced ReA in SKG mice 

Dissemination of chlamydial PAMPs systemically promotes TLR2-mediated TNF production. 

The cryptic plasmid is a virulence factor for Cmu and Chlamydia trachomatis in animal models. 

The plasmid is required for TLR2 signaling and disease pathology (2). In BALB/c mice, a 

plasmid-cured strain of Cmu retained infectivity in the genital tract and generated an effective 

Th1 immune response. However, it failed to induce inflammatory disease of the oviduct or 

significant levels of genital tract TNF production. Furthermore bone marrow-derived DC 

infected with this strain in vitro secreted little TNF (23). Hence, we infected SKG mice with a 

plasmid-deficient Cmu strain to ascertain the role of the plasmid in Chlamydia-mediated 
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inflammation in ReA. While SKG mice infected with WT Cmu developed swelling of fore and 

hind paws, which gradually evolved into an asymmetrical polyarthritis, no joint swelling 

occurred after infection of SKG mice with plasmid-deficient Cmu over 12 weeks (Figure 5A). 

Rifampicin and doxycycline antibiotics that in combination have been shown to eliminate Cmu 

(2), begun 2 weeks after the onset of arthritis, significantly suppressed arthritis severity in SKG 

mice infected with Cmu (Figure 5B) indicating that long-term chlamydial infection drives ReA. 

 

Given neutrophils and macrophages infiltrated the genital tract of Cmu infected mice and 

transported Cmu systemically, we sorted neutrophils (CD11b+Ly6G+), macrophages/DCs 

(MHCII+CD11c+) and lymphocytes (CD3+) from uterine horns and spleen at baseline and 1 

week pi, and quantified the expression of Il23a, Il17a and Il12b. In the genital tract, expression 

of Il23a and Il17a was significantly higher in SKG neutrophils than either SKG 

macrophages/DCs or BALB/c neutrophils. In the spleen of SKG mice, neutrophils expressed 

higher Il23a and Il17a transcripts than macrophages/DC/T cells. Il12b was expressed by 

myeloid cells in genital tract, and at significantly greater levels by SKG macrophages/DC than 

SKG neutrophils or BALB/c macrophages/DC (Figure 5C-E). To test the function of SpA-

associated cytokines in arthritis development, we blocked IL23p19 in WT Cmu-infected SKG 

mice, or infected Il17a-/- SKG mice. Early inhibition of IL-23p19 (from weeks 1 to 12) 

prevented ReA development whereas inhibition during the disease period from weeks 5 to 12 

did not (Figure 5F, G and Supplementary Figure 2A). All mice treated with early inhibition 

of IL-23 had high titers of anti-MOMP antibodies (Supplementary Figure 2B). Early 

inhibition of IL-23p19 had no effect on vaginal shedding of Cmu (Supplementary Figure 2C). 

Il17a-/- SKG mice did not develop persistent arthritis after genital infection with Cmu (Figure 

5H). Together these data suggest that plasmid-mediated Cmu PAMPs drive early expression of 
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neutrophil and macrophage IL-23 and IL-17A in SKG genital tract and that depletion of either 

macrophages, IL-23, IL-17A or the plasmid is sufficient to block disease development.  

 

Cmu ReA in SKG mice depends on TNF 

We showed previously in SKG mice depleted of Foxp3+ regulatory T cells, that Cmu-induced 

ReA was TNF-dependent (2). In SKG mice, Tnf expression increased in the joint at 1 week and 

persisted at 5 weeks pi, at the onset of arthritis (Figure 6A). This increase in Tnf in the joint 

coincided with increased expression in the genital tract 1-week pi in both mouse strains (Figure 

6B). While Tnf transcripts were expressed by both macrophages and neutrophils in the uterine 

horn, SKG neutrophils expressed significantly greater levels than macrophages in the spleen at 

1-week pi (Figure 6C). Inhibition of TNF with either monoclonal antibody or soluble decoy 

TNF receptor (scores combined) decreased joint inflammation in SKG mice infected with WT 

Cmu, whether the inhibition began at the time of infection or 5 weeks later, at disease onset 

(Figure 6D and E). TNF inhibition did not alter the levels of anti-MOMP antibodies in Cmu-

infected SKG mice (Figure 6F) or vaginal shedding of Cmu (Supplementary Figure 2D). 

These data suggest that infected macrophages and neutrophils drive arthritis onset by TNF 

production. 
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Discussion 

We show here that the load of Cmu is higher in SKG than BALB/c mice. While 

proinflammatory neutrophils appear to contribute to disease initiation, macrophage depletion 

reduces Cmu tissue dissemination, tissue burden, and arthritis, but not anti-MOMP antibodies. 

Our data suggest that enhanced bacterial survival in SKG macrophages drives production of 

TNF required for persistent arthritis. Macrophages are known to transport Cmu to other tissues 

(24). In SKG mice, Cmu DNA is transported predominantly by macrophages, as well as 

neutrophils, to spleen after genital tract infection. In SKG mice, depletion of macrophages by 

clodronate prevents Cmu dissemination and disease. Although arthritis fails to develop with 

macrophage depletion in Cmu infected SKG mice, anti-MOMP antibodies, which require 

neutrophils and B cells, are still produced (22). In contrast, BALB/c mice clear Cmu even when 

macrophages are present, and fail to develop arthritis or a TNF response in the joint. Consistent 

with this, the load of Cmu is higher in SKG than in BALB/c mice, and controlling the growth 

of chlamydia with a combination of antibiotics controls the disease. Although Clodronate 

liposomes have been shown to selectively deplete macrophages and not conventional DC or 

neutrophils (25), the dependence of ReA on macrophages would ideally be confirmed in Csf1r-

DTR mice on the SKG genetic background. Together, our data indicate that poor chlamydia 

clearance by macrophages underpins ReA in SKG mice. The proinflammatory impact of 

macrophages and poor clearance of Cmu in SKG mice is consistent with the production of TNF 

by macrophages and impaired production of MOMP-specific T cell IFN-γ and IL-17 (2), which 

are required for Cmu control (26, 27).  

 

ER stress and proinflammatory cytokines also play an important role in Cmu-induced ReA in 

SKG mice. ER stress was constitutively increased in SKG joints and induced by Cmu infection 

of the genital tract, along with a delayed and excessive IRG response. We focused on Tgtp1 as 
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a marker of autophagy because it is implicated in the initiation and coordination of the routing 

of other IRGs into the early chlamydial inclusions independent of IFN-γ stimulation, and plays 

a necessary role in the control of Chlamydial replication (15). In SKG mice, MOMP-specific T 

cells produce low levels of IFN-γ (2). Expression of Il23a and Il17a was increased in SKG 

uterine and splenic neutrophils at the time that Tgtp1 increased in the joint. These data suggest 

a relationship between infection-driven autophagy to control Cmu transported to the joint by 

macrophages and infection-associated IL-23/IL-17 in the genital tract. IL-23 and IL-17 drive 

arthritis development, as anti-IL-23p19 administered during infection or Il17a deficiency 

suppressed arthritis. Similarly, matrix metalloproteinase production by neutrophils is decreased 

in Cmu-infected Il17-/- mice, along with reduced oviduct pathology (28). The inter-relationship 

between infection, ER stress, autophagy and IL-23 in SpA is supported by: induction of the 

unfolded protein response (UPR), autophagy and thus host cell survival upon Cmu infection, 

the relationship between autophagy and IL-23 in AS gut, the sequestration of A20 by autophagy 

and the provocation of IL-23 production by ER stress in the context of TLR stimulation (6, 12, 

13, 29). Thus arthritis pathogenesis after Cmu infection of SKG mice appears to be two-

pronged, with neutrophils contributing to disease initiation and macrophages bearing the 

pathogen burden for persistent pathogenic TNF production. It is interesting that Tgtp1 and 

Hspa5 increased at 5 weeks pi in the uterine horn of SKG mice, suggesting that Chlamydia-

infected macrophages may continue to be a source of reinfection and thus perpetuation of 

inflammation.  

 

Here we show that TNF inhibitors, both monoclonal antibody and soluble receptor, suppress 

inflammatory arthritis in SKG mice, whether TNF is blocked at the time of Cmu infection or at 

arthritis onset 5 weeks later, similar to human ReA (30). Furthermore arthritis development 

depends on the Cmu cryptic virulence plasmid that is required for TLR2-mediated TNF 
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production upon dissemination (2). Together our data support the concept that Cmu ReA results 

from host factors promoting ER stress, bacterial virulence factors promoting inflammation 

under stress and host immune dysregulation underlying poor pathogen control. 

 

Previous studies identified DNA and other bacterial products from multiple species implicated 

in ReA, including Salmonella typhimurium and Chlamydia trachomatis, in the synovial tissues 

and fluid of ReA patients, and found the persistent forms to be metabolically-active (31). 

Dissemination of Cmu to sites outside the genital tract, such as spleen, implies the dissemination 

of PAMPs and capacity for presentation of chlamydial antigen to T cells, driving a chronic 

inflammatory response. Indeed, Chlamydia-specific CD4+ and CD8+ T cells have been 

identified in the joints of patients with Chlamydia-induced ReA (31). Persistent Chlamydia and 

chlamydial antigen and TLR signals will drive macrophage and DC activation, chronic 

activation of T cells and production of pro-inflammatory cytokines, thus inducing persistent 

inflammation (32, 33).  

 

Persistent Chlamydia trachomatis and Chlamydia pneumoniae are in the aberrant-body phase, 

with an aberrant morphology and metabolic state (34, 35). Bacteria in this persistent state are 

non-culturable by standard methods, resistant to antibiotics and display an unusual transcription 

profile (36, 37). Chlamydia trachomatis may enter a persistent state after infection of 

monocytes, influenced by the macrophage polarization state (32). Persistent forms of 

Salmonella typhimurium are similarly induced by macrophage internalization (38), and are 

related to genomic toxin-antitoxin systems, which increase bacterial fitness under stress 

conditions after macrophage internalization, antibiotic exposure and/or viral co-infection. 

While toxin-antitoxin systems remain quiescent under favorable growth conditions, toxins can 

be activated in response to stress, suppressing bacterial growth and promoting a stress-tolerant 
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dormant state. The increased ER stress in joints and infection-induced ER stress in the genital 

tract of SKG mice would thus favour the persistence of Cmu or Salmonella typhimurium.  

 

Autophagy plays a major role in the processing of Chlamydia trachomatis in macrophages (16, 

39), to restrict the formation of infectious inclusion bodies, with potential impact on IL-23 

production. Autophagy restricts Chlamydia trachomatis growth in human macrophages via 

IFN-inducible IRG proteins (15, 16). IFN-γ is fundamental to the eradication of intracellular 

pathogens through macrophage activation, nitric oxide, reactive oxygen species and 

indoleamine 2,3-dioxygenase production and tryptophan starvation (16, 40, 41). The impaired 

production of IFN- by SKG mice T cells in response to chlamydial antigen and impaired 

macrophage responsiveness to IFN-γ in SpA are thus significant (2, 42, 43). Moreover, 

autophagy mediates bacterial killing in macrophages (44) and contributes to antigen 

presentation and IL-23 secretion (12, 45, 46). Various cytokines have been shown to stimulate 

autophagy in macrophages including TNF, IFN-γ, IL-1α and IL-1β (44). While autophagy 

activation in human AS may be the consequence of HLA B27 misfolding in the gut (12), in 

SKG mice, activation of autophagy may be the consequence of macrophage infection by Cmu, 

and may help to drive IL-23. 

 

IL-23 not only supports the differentiation of Th17 cells but is also required for the secretion of 

IL-17, IFN-γ and IL-22 by Th17 and γδ T cells (47, 48). Since IL-23 blockade prevented 

arthritis only during infection, IL-23 must drive disease pathogenesis prior to development of 

arthritis, while TNF mediates clinical inflammatory manifestations. This is supported by 

evidence that IL-23 is only involved early in the pathogenesis of autoimmune inflammatory 

animal models, promoting the development of inflammatory pathogenic antibodies (49) and 

that blocking this cytokine during established AS is ineffective (50). Collectively, our results 
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identify the pivotal role played by macrophages in the development of Cmu-induced ReA in 

SKG mice.  
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Figures  

Figure 1. Macrophages and neutrophils infiltrate the genital tract of infected mice and transport 

Chlamydia muridarum systemically  

 

Female BALB/c or SKG mice (n=2-4/group) remained untreated or were primed with progesterone, 

then infected 1 week later with 106 IFU Chlamydia muridarum (Cmu). One week post-infection, flow 

cytometric analysis of number (A, B, C) of live CD45.2+ dendritic cells 

(MHCII+CD11b+CD11c+CD103+), macrophages (MHCII+CD11b+CD11c+CX3CR1+), and neutrophils 

(MHCII-CD11b+Ly6G+) were assessed. Cmu DNA detected by PCR (D) in splenic dendritic cells (DC) 

(MHCII+CD11c+CD103+), macrophages (Mac) (MHCII+CD11c+CX3CR1+), and neutrophils (Neu) 

(MHCII-CD11b+Ly6G+). To quantify Cmu DNA, Cmu copy number was normalized to number of 

sorted cells (E). Data represent mean ±SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, with 2-way ANOVA and 

post hoc Tukey’s test. 
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Figure 2. Infected macrophages disseminate Chlamydia muridarum to upper genital tract 

 

SKG and BALB/c mice were infected intra-vaginally with 2.105 IFU pGreen Fluorescent Protein-

Luciferase-Chlamydia muridarum (Luc Cmu) weiss strain. Infected and control uninfected mice were 

imaged in vivo 7 and 11 days post infection (pi) (A). Cmu load in genital swabs from infected mice from 

day 3 to day 15 pi with 106 IFU wild type (wt Cmu) (left) or Luc Cmu (right, n=5 per group) (B). SKG 

and BALB/c mice were administered PBS or clodronate liposomes the day before infection with 106 

Luc Cmu. Proportion of macrophages/monocytes (CD11b+Ly6G-) and neutrophils (CD11b+Ly6G+) 

were assessed in blood and peritoneal cavity 3 days after clodronate injection by flow cytometry (n=7 

mice) or PBS liposome (n=6 mice) (C). Mice were imaged in vivo, 6 days later (D). Representative of 
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2 similar experiments. Data represent mean ±SEM. **p<0.01, ****p<0.0001, (B) 2-way ANOVA and 

post hoc Tukey’s test; (C) Mann-Whitney test. 
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Figure 3. Macrophages are immunosuppressive and required for Chlamydia muridarum reactive 

arthritis 

 

SKG mice were administered PBS (n=7) or clodronate liposomes (n=7, 2mg/20g mouse as initial dose 

then 1mg/20g/week) from the day of Chlamydia muridarum (Cmu) infection until week 12. 

Inflammation index indicates mean ± SEM ankle width (mm) variation compared to baseline (A). Hind 

paw joint and skin histological scores (0-5) 12 weeks post infection (B). Representative H&E-stained 

sections from heels, hind paw joints and ear skin, harvested 12 weeks after infection (C). Original 

magnification x4 for heels, hind paw, and x20 for ear skin. Bars represent 500μm for magnification x4 

and 100µm for x20. Arrows represent Achilles tendinitis, synovitis, fasciitis, inflammatory cell infiltrate 

and epidermal thickening. Serum anti-Cmu MOMP antibody titers, measured by ELISA, 12 weeks post-

infection (D). *p<0.05, ***p<0.001, with 2-way ANOVA and post hoc Tukey’s test (A), t-test (B) and 

one-way non-parametric ANOVA (Kruskal Wallis test) and post hoc Dunn’s test (D). 
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Figure 4. Endoplasmic reticulum stress and immunity-related GTPase are increased in SKG joints 

and genital tract 

 

Tgtp1 (A, C) and Hspa5 (B, D) were quantified by RT-qPCR analysis relative to non infected BALB/c 

mice at baseline and 1 and 5 weeks post-infection (pi) in joints (A, B) and uterine horn (C, D) of infected 

SKG (black circle) and BALB/c (white circle) mice. Correlation between Ct Tgtp1 and Ct Hspa5 in 

joint (E) and uterine horn (F) of infected SKG mice. Each symbol represents an individual mouse (n=3 

to 7 mice per group). Data represent mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, 

with one-way ANOVA and post hoc Tukey’s test. 
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Figure 5. Neutrophil derived IL-23 and IL-17 promote Chlamydia muridarum reactive arthritis 
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Inflammation index over 12 weeks of SKG mice infected with Cmu or Plasmid-deficient Cmu (A). 

Inflammation index over 12 weeks of SKG mice infected with Cmu and treated with rifampicin (0.4 

mg/day) and doxycycline (0.3 mg/day) from week 7 to week 9 post infection (pi) (B). BALB/c or SKG 

mice were infected with Cmu. One-week pi, macrophages/DCs (MHCII+CD11c+), neutrophils 

(CD11b+Ly6G+) and lymphocytes (CD3+) were sorted from spleen and uterine horn. Expression of Il23a 

(C) Il17a (D) and Il12b (E) relative to Hprt was quantified by RT-qPCR (n=3). Inflammation index 

over 12 weeks of Cmu-infected SKG mice administered anti-mouse IL23p19 or isotype mAb either 

from week 1 to week 12 (w1-w12, n=9) or from week 5 to week 12 (w5-w12, n=8, isotype n=13) (F). 

Hind paw histological scores from Cmu-infected mice treated with anti-mouse IL23p19 or isotype mAb 

(G). Inflammation index over 12 weeks of Cmu-infected SKG and Il17a-/- SKG mice. (n=4 to 6 per 

group) (H). Data represent mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, (A, B, F, H) 

2-way ANOVA; (C, D, E, G) one-way ANOVA and post hoc Tukey’s test.  
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Figure 6. Chlamydia muridarum reactive arthritis depends on TNF 

 

Tnf expression was quantified by RT-qPCR analysis relative to non infected BALB/c mice at baseline, 

1 and 5 weeks post infection (pi) in joints (A) and uterine horn (B) of infected SKG (black circle) and 

BALB/c (white circle) mice. BALB/c or SKG mice were infected with Chlamydia muridarum (Cmu). 

One-week pi, macrophages/DCs (MHCII+CD11c+), neutrophils (CD11b+Ly6G+) and lymphocytes 

(CD3+) were sorted from spleen and uterine horn. Expression of Tnf relative to relative to Hprt was 

quantified by RT-qPCR (C). Inflammation index over 12 weeks of Cmu-infected SKG mice 

administered with mouse-adapted certolizumab pegol or etanercept or PBS either from week 1 to week 

12 (w1-w12, n=18, treatments pooled) or from week 5 to week 12 (w5-w12, n=17, treatment pooled) 

(PBS n=19) (D). Hind paw histological score in mice 12 weeks pi with Cmu and treated with anti-TNF 

or PBS (E). Serum anti-Cmu MOMP antibody titres, measured by ELISA, 12 weeks pi (F). Bars 

represent the mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, **** p<0.0001, (A, B, C, E) one-way ANOVA and post 

hoc Tukey’s test; (D) 2-way ANOVA and post Tukey’s test; (F) one-way non-parametric ANOVA 

(Kruskal Wallis test) and post hoc Dunn’s test. 
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Supplementary Figure 1. Macrophages and neutrophils infiltrate the genital tract of Chlamydia 

muridarum infected mice. 

 

Female BALB/c or SKG mice (n=2-4/group) remained untreated or were primed with progesterone, 

then infected 1 week later with 106 IFU Chlamydia muridarum (Cmu). One week post-infection, flow 

cytometric analysis (A) of percentage (B, C, D) of live CD45.2+ dendritic cells 

(MHCII+CD11b+CD11c+CD103+), macrophages (MHCII+CD11b+CD11c+CX3CR1+), and neutrophils 

(MHCII-CD11b+Ly6G+) were assessed. Data represent mean ±SEM. *p<0.05, **p<0.01, with 2-way 

ANOVA and post hoc Tukey’s test. 
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Supplementary Figure 2. IL-23 blockade prevents reactive arthritis 

 

Hematoxylin and eosin-stained sections from the joints of infected SKG mice administered anti-mouse 

IL-23p19 or isotype mAb, harvested 12 weeks pi (A). Bars represent 500μm. Original magnification × 

4. Arrows represent synovitis and inflammatory cell infiltrate. Serum anti-Cmu MOMP antibody titres, 

measured by ELISA, 12 weeks pi (B). Bars represent the mean ± SEM. Each symbol represents an 

individual mouse. Cmu load in genital swabs from mice infected with 7.103IFU of Cmu (Cmu SKG) 

treated with anti-IL23-p19 antibodies (n=11 for Cmu SKG, n=6 for treated Cmu SKG) (C) or anti-TNF 

(etanercept, n=10 per group) (D) from day 1 to day 35 post-infection. 2way ANOVA with post hoc 

Tukey’s test. 
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Supplementary table 1. Description of experimental groups and adverse effect observed. 

Experiments Group Adverse events 

Certolizumab  Cmu SKG CTZ w1-w12 (n=9) and w5-

w12 (n=9) 

None 

Cmu SKG PBS (n=11) None 

Etanercept Cmu SKG etanercept w1-w12 (n=10) and 

w5-w12 (n=8) 

None 

Cmu SKG PBS (n=8) None 

Anti-IL-23 p19 Cmu SKG anti-IL23p19 w1-w12 (n=9) 

and w5-w12 (n=8) 

None 

Cmu SKG isotype w1-w12 (n=7, 6 mice 

analyzed) and w5-w12 (n=7) 

1 mouse euthanized for accident during Cmu 

inoculation 

Clodronate 

liposome  

arthritis 

Cmu SKG Clodronate-Lip (n=12, 7 mice 

analyzed) 

1 spontaneous death* and 4 euthanized for 

significant weight loss (>20%)* 

Cmu SKG PBS-Lip (n=8, 7 mice 

analyzed) 

1 spontaneous death 1 wpi* 

Clodronate 

liposome 

imaging 

Cmu SKG Clodronate-Lip (n=3, 2 mice 

analyzed) 

1 euthanized for significant weight loss 

(>20%)* 

Cmu SKG PBS-Lip (n=3, 1 mouse 

analyzed) 

1 spontaneous death 1 wpi*  

1 euthanized for significant weight loss 

(>20%)* 

Cmu BALB/c Clodronate-Lip (n=3, 1 

mouse analyzed) 

1 spontaneous death 1 wpi* and 1 euthanized 

for significant weight loss (>20%)* 

Cmu BALB/c PBS-Lip (n=3, 2 mice 

analyzed) 

1 spontaneous death 1 wpi * 
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RNA tissue 

expression  

SKG (n=7) and BALBc (n=4) None 

Cmu SKG sacrificed 1 wpi (n=4) and 5wpi 

(n=4) 

None 

Cmu BALBc sacrificed 1 wpi (n=4) and 5 

wpi (n=4) 

None 

Antibiotics 

experiment 

Cmu SKG PBS (n=6) 

Cmu SKG doxycycline and rifampicine 

w7-w9 (n=11) 

None 

 

Cmu: mice infected with Chlamydia muridarum, n=number of mice per group, w1-w12: treatment 

from week 1 to week 12 post-infection, w5-w12: treatment from week 1 to week 12 post-infection, 

w7-w9: treatment from week 7 to week 9, wpi: weeks post-infection, PBS: phosphate buffered saline, 

Lip: liposome *side effects attributed to clodronate or PBS liposome injection. 
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1.3. Perspectives 

Ce travail montre donc la place importante que tient le macrophage dans le développement de 

l’arthrite réactionnelle. Les souris BALB/c ne développent pas d’arthrite à la suite de l’infection 

à Chlamydia à la différence des souris SKG, laissant donc suggérer que la réponse du 

macrophage diffère chez les souris SKG. Il s’avère que la proportion des monocytes classiques 

pro-inflammatoires sanguins CD11b+CD115+Ly6ChiCCR2hiCX3CR1lo est augmentée dans le 

sang circulant des souris SKG non infectées comparativement à des souris BALB/c (Figure 14 

A, B). Ces monocytes sont reconnus pour être recrutés sur le site inflammatoire et se 

différencier en macrophages pro-inflammatoires M1. L’infection à C. muridarum, d’ailleurs, 

entraine une expansion de ces monocytes classiques pro-inflammatoires circulants (Figure 14 

C) comme ce qui est observé dans les SpA humaines (150, 151). De façon intéressante, une 

augmentation de l’expression de CXCL2, chimiokine produite par les monocytes et 

macrophages polarisés M1, impliquée dans l’attraction des neutrophiles sur le site 

inflammatoire, est observée dans les articulations des souris SKG nativement et à 5 semaines 

post-infection au moment où l’arthrite se développe (Figure 14 D). Ces données suggèrent que 

les monocytes/macrophages privilégient une polarisation pro-inflammatoire M1 dans le modèle 

SKG, responsable du recrutement des neutrophiles dans l’articulation amenant au 

développement de l’arthrite. Les déterminants expliquant ce phénomène restent encore à être 

évalués. 
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Figure 14. Les monocytes classiques pro-inflammatoires sont augmentés chez la souris SKG 

  

(A) Graphiques de cytométrie en flux des monocytes sanguin CD115+CD11b+Ly6G-Ly6Chigh chez les BALBc et 

les SKG non infectées (A). Proportion de monocytes sanguin classiques Ly6ChighCCR2highCX3CR1low parmi les 

monocytes CD115+CD11b+Ly6G- des souris SKG non infectées (n=10) par rapport aux souris BALB/c non 

infectées (n=3) (B). Evolution de la proportion des monocytes sanguin CD11b+CD115+Ly6G-Ly6Chigh chez la 

souris SKG au cours de l’infection à Chlamydia muridarum survenu au jour 0 (J0) (C). Expression génétique de 

Cxcl2 dans l’articulation, de souris SKG (rond noir) et BALBc (rond blanc) non infecté ou à une semaine (S1) ou 

5 semaines (S5) post-infection, relatif à des souris BALBc non infectée quantifiée par PCR quantitative en temps 

réelle (RT-qPCR) normalisé sur l’expression de Gapdh (D). Les données représentent la moyenne ± SEM. Test t 

de Student (B, C) et test de Mann-Whitney (D), *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001. 

 

L’arthrite réactionnelle semble dû à une dysfonction du système immunitaire inné qui favorise 

la dissémination et la persistance de signaux de danger ou PAMPs à l’origine de la réponse 

inflammatoire tissulaire chronique. Bien que ce concept de l’infection persistante à C. 

trachomatis soit connu depuis de nombreuses années, très peu d’études précisent les 

mécanismes impliqués dans le développement de l’arthrite réactionnelle. Il a été montré chez 

l’Homme la présence persistante de Chlamydia qui loge dans les articulations sous un forme 
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aberrante métaboliquement active (310). Il est envisageable que d’autres tissus soient 

chroniquement infectés et forment une sorte de réservoir capable d’alimenter régulièrement 

l’articulation en Chlamydia. Une méta-analyse, incluant 14 études, retrouve des taux élevés 

d'infection rectale concomitante (68,1%) chez les femmes atteintes d'une infection urogénitale 

à C. trachomatis (343). Les études sur les modèles murins ont aussi identifié que, suite à une 

infection génitale, le Chlamydia se propage à l’intestin (344). Cette dissémination de l’infection 

n’était pas expliquée par une auto-inoculation orale de Chlamydia du fait de la coprophagie des 

souris. Alors que l’infection à C. trachomatis est contrôlée rapidement au niveau génital chez 

la souris (durée moyenne d’infection : 25 jours), une infection active persiste au niveau du colon 

(durée moyenne d’infection >260 jours) permettant la libération de corps élémentaires 

infectants sans qu’aucune réponse inflammatoire locale soit à noter (345). L’intestin serait donc 

un réservoir bactérien de Chlamydia. Cela est rendu possible par l’absence de mise en place 

d’une réponse immunitaire locale dirigée contre Chlamydia mais aussi par l’inefficacité des 

traitements antibiotiques utilisés actuellement, notamment l’azithromycine, pour traiter ce 

réservoir bactérien (346).  Le portage chronique digestif est une source antigénique de 

Chlamydia à l’origine d’une stimulation chronique de l’immunité innée et de réinfection qui 

pourraient être impliqué dans la genèse de l’arthrite réactionnelle. Le concept du « Two hit 

model » visant à expliquer la survenue chez certaines femmes de lésions de fibrose cicatricielle 

des trompes utérines met en jeu la présence d’une infection digestive persistante à C. 

trachomatis (347, 348). Ce réservoir bactérien entrainerait la génération de lymphocytes CD8+ 

et de cytokines pro-fibrotiques (TNF et IL-13) impliquées dans ces phénomènes. Il est de plus 

en plus suspecté que les cellules de l’immunité innée intestinale (ILC3 et les lymphocytes T ) 

sont activées localement par le microbiote ce qui induit une migration de ces cellules vers les 

articulations, entrainant les phénomènes d’enthésite et d’arthrite.  Alors qu’aucune trace d’ADN 

de Chlamydia persiste à 12 semaines post-infection dans la rate, les trompes utérines et l’utérus 

des souris SKG, nous avons mis en évidence la persistance de Chlamydia dans le colon distal 

de deux souris sur six testées (Figure 15). Il est donc possible que le colon puisse être un 

sanctuaire pour Chlamydia entrainant une stimulation chronique de l’immunité digestive à 

l’origine de l’activation d’un sous-ensemble de cellules immunitaire innées responsable de 

l’arthrite. Une étude plus précise des mécanismes de polarisation macrophagique et de l’effet 

sur l’immunité mucosale de la persistance de Chlamydia dans l’arthrite réactionnelle pourrait 

améliorer notre compréhension de cette maladie.  
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Figure 15 : De l'ADN de Chlamydia muridarum est détecté 12 semaines après l'infection dans le 

côlon distal mais pas dans les trompes de Fallope, l'utérus ou la rate.  

 

(A) De l’ADN de Chlamydia muridarum est détecté par PCR dans le côlon distal de deux souris SKG infectées 

(CmuSKG 1 et 2) 12 semaines après une infection génitale. Electrophorèse sur gel d'agarose 1% du produit de 

réaction de la PCR.  

 



 

130 

 

2. Etude de l’implication du neutrophile dans l’arthrite réactionnelle 

 

2.1. Introduction 

Dans le travail publié précédemment nous avons mis en évidence la présence d’ADN de 

Chlamydia muridarum dans les neutrophiles présents dans la rate une semaine après infection. 

Ces neutrophiles expriment de l’Il17 et Il23 suggérant qu’ils pourraient avoir un rôle dans 

l’initiation de l’arthrite réactionnelle. 

 

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants dans le sang humain et sont les 

premières cellules immunitaires recrutées lors du processus inflammatoire. Ils sont 

particulièrement connus pour leurs fonctions antimicrobiennes, ce qui en fait la première ligne 

de défense du système immunitaire contre les micro-organismes invasifs. Il est aujourd'hui 

reconnu que les neutrophiles, en plus de leur fonction de phagocytose, de dégranulation, de 

production d'espèces réactives de l'oxygène et de NETs, ont des fonctions additionnelles 

importantes : production de cytokines, modulation des activités des cellules voisines 

contribuant à la résolution de l'inflammation, régulation de la polarisation des macrophages et 

modulation de la réponse des cellules B, des anticorps et des cellules T, en particulier les 

lymphocytes T γδ (349, 350). 

Ces dernières années, les preuves se sont accumulées que les neutrophiles sont des cellules 

immunitaires plastiques pouvant changer de phénotypes, générant diverses sous-populations 

avec des fonctions différentes. Au cours d'une infection, trois sous-types de neutrophiles 

peuvent être observés (351) : 

- Les neutrophiles pro-inflammatoires (PNN-I), qui expriment TLR2/TLR4/TLR5/TLR8, 

CD49dhi CD11blow, sécrètent l’IL-12 et qui ont la capacité d’induire une polarisation pro-

inflammatoires des macrophages M1 

- Les neutrophiles anti-inflammatoires (PNN-II), qui expriment 

TLR2/TLR4/TLR7/TLR9, CD49dlow CD11bhi, sécrètent l’IL-10 et activent les macrophages 

alternatifs M2 

- Les neutrophiles normaux (PNN-N).  

 

Les neutrophiles ont une capacité unique leur permettant de migrer de la circulation sanguine 

vers les tissus puis de repartir dans la lumière vasculaire. Cette capacité s’appelle la migration 

transendothéliale inverse (« reverse transendothelial migration »). Ces neutrophiles expriment 
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alors les marqueurs de surfaces ICAM-1hi CXCR1low contrairement aux neutrophiles classiques 

présent dans la circulation sanguine (ICAM-1low CXCR1hi) ou tissulaire (ICAM-1low CXCR1hi). 

Cette caractéristique fait du neutrophile une cellule pouvant potentiellement transporter des 

bactéries vers des sites périphériques tels que les articulations via la circulation sanguine. Un 

autre sous-type de PNN, les PNN CCR7+LFA-1+CXCR4+, peut migrer dans les ganglions 

lymphatiques pour interagir avec les lymphocytes. Ainsi, les PNN coordonnent la réponse 

immunitaire innée et adaptative. 

 

C. trachomatis, bactérie intracellulaire, développe des subterfuges afin de pouvoir se répliquer 

dans les cellules, notamment en empêchant l'apoptose des cellules infectées et en modifiant le 

métabolisme cellulaire vers la glycolyse aérobie, ce qui lui permet d’obtenir les substrats 

anaboliques nécessaire pour sa réplication (352). C. trachomatis est capable de se répliquer et 

de survivre dans les neutrophiles (289). C. pneumoniae utilise les neutrophiles pour produire 

des corps apoptotiques infectants qui seront phagocytés par les macrophages, induisant une 

polarisation M2 favorable à la persistance de l’infection (290, 295). Enfin, par sa capacité de 

migration transendothéliale inverse, le neutrophile a possiblement la capacité de transporter 

Chlamydia du site de l’infection vers les articulations. 

 

Certaines données ont démontré que les neutrophiles sont impliqués dans l'axe IL-23/IL-17, 

cytokines clefs dans la physiopathologie des SpA. Les neutrophiles CXCR1+CXCR2+IL-23+ 

sont la principale source d'IL-23 dans le côlon des patients atteints de maladies inflammatoires 

de l'intestin (353). Des neutrophiles produisant de l’IL-23 et de l’IL-17 sont retrouvés en 

quantité importante dans les articulations zygapophysaires du rachis des patients atteints de 

SpA (126, 131). Enfin, les principales cellules inflammatoires observées dans la pneumopathie 

interstitielle, dans le modèle SKG, sont des neutrophiles CD11b+Gr1+ qui co-expriment l'IL-

17A et le GM-CSF plutôt que le TNF-α (354). 

 

Nous avons donc réalisé un travail préliminaire visant à explorer si les neutrophiles étaient 

impliquées dans la genèse de l’arthrite réactionnelle dans le modèle murin SKG.  

 

Dans ce travail j’ai :  

• Contribué de manière substantielle à la conception et au design de l'étude. 

• Obtenu un financement de 20 000 euros en déposant le projet (bourse Dreamer 2020) 

• Participé à l’écriture du dossier déposé au comité d’éthique. 
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• Réalisé les expériences animales où j’avais la charge d’induire la maladie en 

provoquant une infection vaginale à Chlamydia, de réaliser des prélèvements vaginaux, 

d’obtenir des prélèvements de sang, de dépléter les neutrophiles, de mesurer les 

articulations et de réaliser les prélèvements terminaux. 

• Effectué la préparation et l’analyse par cytométrie en flux pour m’assurer que la 

déplétion en neutrophile était bien obtenue. 

• Mesuré par immunofluorescence la charge bactérienne en Chlamydia. 

•  Encadré le travail d’un étudiant de Master 2, Mr Mickael Dalecky de janvier à juin 

2021. 

• Contribué substantiellement à l’analyse des données.  

• Rédigé les résultats de ce travail. 

 

2.2. Matériels et méthodes 

2.2.1 Souris SKG 

Des souris femelles SKG (souris BALB/c mutantes ZAP-70w163c) âgées de 6 à 10 semaines ont 

été élevées et maintenues dans des conditions spécifiques exemptes d'agents pathogènes (SPF) 

à la plateforme de haute technologie animale à Grenoble (France, C 3851610006). Les 

conditions d'hébergement étaient les suivantes : humidité de 50% ±20%, température de 19-

23°C, sessions de 12/12 heures d'obscurité et de lumière et accès ad libitum à la nourriture et à 

l'eau. Dans ces conditions, les souris SKG ne développent pas d’arthrite spontanée. L'étude sur 

les animaux a été menée conformément à la directive européenne 2010/63/UE et les procédures 

expérimentales ont été approuvées par un comité d'éthique (246_UHTA-FRE3405-AB-01). 

 

2.2.2 Infection des souris par le Chlamydia muridarum 

Les souris SKG ont été infectées avec 7.104 « Inclusion Forming Unit » (IFU) de C. muridarum 

introduit au niveau du vagin sous anesthésie générale par kétamine (100mg/kg, IP) et xylazine 

(10mg/kg, IP). Une semaine avant l’infection, une synchronisation hormonale favorisant la 

prise de l’infection a été réalisée par une injection sous cutanée de 2,5mg d’acétate de 

médroxyprogestérone (Depo Provera®, Pfizer).  

 

2.2.3 Evaluation clinique  

Le gonflement des pattes a été évalué par le même observateur (XR) chaque semaine pendant 

toute l’expérience. L'épaisseur des pattes arrière et avant était mesurée à l’aide d’un pied à 

coulisse numérique toutes les semaines pendant 12 semaines après l’infection. L’index 
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inflammatoire des pattes (variation du gonflement des pattes par rapport aux mesures de 

référence avant l’infection) a été calculé (342). Les souris étaient pesées une fois par semaine. 

La fin de l’expérience était fixée à 12 semaines post-infection ou si des points limites étaient 

atteints. 

 

2.2.4 Déplétion in vivo de neutrophiles 

Une injection quotidienne IP de 100 µg/souris d’un anticorps monoclonal anti-Ly6G (Clone 

1A8, Bio X Cell) ou de son isotype (IgG2a anti-trinitrophénol, clone 2A3, Bio X Cell) était 

effectuée la veille de l’infection puis pendant 2 semaines après infection. L’efficacité de la 

déplétion en neutrophiles a été confirmée par cytométrie en flux. Du sang par voie rétro-

orbitaire a été collecté dans des tubes EDTA (BD Microtainer K2EDTA 1.0mg) le jour de 

l’infection, une semaine et 3 semaines après l’infection, soit une semaine après la levée de la 

déplétion en neutrophiles. Les cellules ont ensuite été incubées avec un marqueur de viabilité 

cellulaire (LIVE/DEADTM Near IR, Invitrogen) pendant 30 min à 4°C dans le noir. Puis après 

lavages au PBS les cellules étaient re-suspendues dans du PBS BSA 1% avec 0,5 µg d’anti 

CD16/32 (CD16/CD32 Monoclonal Antibody, eBioscience) pour limiter le marquage 

aspécifique avant d’incuber les cellules pendant 30 minutes avec des anticorps anti-Ly6G APC 

(1A8-Ly6G, eBioscience), anti-CD3 FITC (17A2, eBioscience), anti-CD11b eFluor 506 

(M1/70, eBioscience), anti-CD115 PE (AFS98, eBioscience), anti-CD45 PerCPCy5.5 (30-F11, 

eBioscience), anti-Ly6C (SB 436, HK1.4, eBioscience). Une lyse de globules rouges et une 

fixation des cellules étaient ensuite réalisées (BD FACS Lysis) avant acquisition sur le 

cytomètre en flux BD FACSCantoTM II. L’analyse des données a été réalisée sur le logiciel 

Flowjo (version 10.5.0).  

 

 

2.2.5 Confirmation de l’infection et étude de l’évolution de la charge bactérienne 

Des frottis cervico-vaginaux ont été effectués à 3 jours, 1 semaine, 2 semaines, 3 semaines et 5 

semaines après l’infection. Les prélèvements ont ensuite été stockés dans un tampon SPG 

(sucrose/phosphate/glutamate) adapté à la conservation des Chlamydia puis congelés à -80°C.  

4.104 cellules McCoy (fibroblastes murins ; ATCC, Virginia, USA) cultivées dans du milieu 

DMEM avec glutamine complété avec 10% de sérum de veau fœtal et de la gentamycine (50 

µg/mL), ont été déposées dans une plaque 48 puits. 24 h après, une confluence de 90% a été 

obtenue et 10 à 25µL du prélèvement dilué dans un volume total de 250 µL de milieu DMEM, 

a ensuite été déposé sur les cellules. Les cellules ont été incubées pendant 4h à 37°C avec 5% 

de CO2. Le surnageant a ensuite été jeté et remplacé par du milieu contenant 1µg/mL de 
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cycloheximide. Après 24h d’incubation les cellules ont été lavées puis fixées pendant 10 min 

avec du méthanol 100%. Puis chaque puits a été bloqué toute la nuit à 4°C avec une solution de 

saturation contenant 5% de sérum de veau fœtal dans du PBST (0.1% de Tween 20). Le 

lendemain, les cellules ont été incubées dans la solution de saturation avec 1/250 de serum de 

mouton anti-MOMP de C. muridarum pendant 1h à 37°C. Après lavage, une incubation de 

1µg/mL d’un anticorps secondaire anti-mouton marqué à l’Alexa Fluor (DONKEY anti-Sheep 

Alexa Fluor 488 2mg/mL, Invitrogen) combiné à du Di Aminido Phenyl lndol 0.5µg/mL dilué 

dans du PBST a été réalisé pendant 1 heure à 37°C. Après 3 lavages avec du PBST les cellules 

ont été stockées dans le noir à 4°C.  L’analyse par immunofluorescence a été réalisée sur un 

microscope Olympus IX81. L’acquisition de 12 champs de différentes zones du puits a ensuite 

été effectuée automatiquement et analysée grâce au logiciel ScanR (Olympus Life Science). 

Les IFUs ont été calculées selon la formule suivante :  nombres d’IFUs/puits = nombre moyen 

d’IFUs par champs (obtenu suite à l’analyse de 12 puits) x nombre de champ total dans un puits. 

L’analyse était effectuée en duplicat.  

 

2.2.6 Séroconversion anti-MOMP de C. muridarum 

La séroconversion des souris a été évaluée par technique ELISA. Un prélèvement sanguin 

terminal a été effectué à 12 semaines post-infection sous anesthésie générale pour confirmer la 

séroconversion des souris.  Le serum a été récupéré après une centrifugation à 4000 rpm pendant 

20 min à 4 °C puis stocké à -20°C.  2 µg/puit d’antigènes MBP-MOMP dilués dans du tampon 

de « coating » (tampon bicarbonate : NaHCO3 0.1M, pH 8.6) ont été incubées sur la nuit dans 

une plaque 96 puits NUNC MaxiSorp (Thermo Scientific). Chaque échantillon de sérum a été 

incubé à une dilution différente par puits (de 1/100 à 1/204800) puis conjugué avec 4 anticorps 

secondaires dilués au 6000ème dans du PBST (PBS 0.05% v/v Tween 20) : anticorps de chèvre 

anti-IgA (Thermo Scientific), anti-IgG (Jackson ImmunoResearch), anti-IgG1 (Thermo 

Scientific) et anti-IgG2a (Life Technologies) de souris conjugués à la peroxydase de raifort. La 

révélation a été effectuée par ajout de tétramethylbenzidine (TMB, Invitrogen) avec une 

incubation pendant 10 minutes puis arrêt de la réaction avec 100μL d’acide sulfurique 1M. La 

lecture de la densité optique de chaque puits à 450 nm a été effectuée avec un spectrophotomètre 

Multiskan GO (Thermo Scientific). 

Le titre de séroconversion retenu pour chaque souris était la plus importante dilution de sérum 

pour laquelle la densité optique mesurée était supérieure à la moyenne des densités optiques 

des blancs additionnée de trois fois l’écart-type. 
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2.2.7 Analyse statistique  

La normalité de la distribution a été évaluée par le test de Kolmogorov-Smirnov. Le test de 

Mann-Whitney a été utilisés pour les données à distribution non normale et un t-test ou un t-

test multiple pour les données à distribution normale. Une analyse de survie de survenue de 

l’arthrite au cours du temps a été effectuée et un test de log rank a été mené pour comparer les 

groupes. Les valeurs P < 0,05 (bilatéral) ont été considérées comme significatives. L'analyse 

statistique a été réalisée à l'aide du logiciel GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software, San 

Diego, USA). 

 

2.3. Résultats 

Pour évaluer l’implication du neutrophile dans le développement de l’arthrite réactionnelle 

induite à C. muridarum, les neutrophiles ont été déplétés avec des injections quotidiennes 

d’anticorps monoclonal anti-Ly6G un jour avant l’infection puis tous les jours pendant 2 

semaines. L’analyse par cytométrie en flux a montré une diminution significative des 

neutrophiles CD3-CD11b+Ly6G+ après injection d’anticorps monoclonal anti-Ly6G dans le 

tractus génital, la rate et le sang périphérique. Afin de confirmer la déplétion en neutrophile, 

nous avons utilisé une stratégie alternative pour définir les neutrophiles en cytométrie en flux 

en excluant le marqueur de surface Ly6G, épitope qui pourrait être masqué par l’anticorps anti-

Ly6G sans que ce dernier ne provoque de déplétion cellulaire. Les neutrophiles sont ainsi 

définis comme des cellules CD45+CD3-CD11b+CD115-SSChi. Cette nouvelle stratégie 

d’analyse nous a confirmé que l’anticorps anti-Ly6G déplétait significativement et de façon 

réversible les neutrophiles (Figure 16 A-D).  
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Figure 16. Déplétion des neutrophiles in vivo par un anticorps monoclonal anti-Ly6G. 

 

Pourcentage de neutrophiles dans le tractus génital (A), rate (B) et dans le sang (C et D) des souris SKG après une 

infection avec 7.104 IFU de Chlamydia muridarum survenant au jour 0 (J0). Les souris recevaient une injection 

intrapéritonéale d’anticorps anti-Ly6G (n=10) ou un isotype (n=12) la veille de l’infection puis tous les jours 

jusqu’au jour 14 (J14). Moyenne±SEM, Test de Mann-Whitney (A, B) et t-test multiple (C, D). **p<0.01, 

****p<0.0001. 

 

La déplétion en neutrophiles pendant les deux premières semaines post-infection 

n’empêchaient pas le développement de l’arthrite et n’avait pas d’influence sur la cinétique 

d’apparition de ces dernières (Figure 17 A-C). Aucune modification de l’évolution de la charge 

bactérienne vaginale de C. muridarum était retrouvée (Figure 17 D). 
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Figure 17. La déplétion des neutrophiles in vivo ne prévient pas l’apparition de l’arthrite et ne 

modifie pas la charge bactérienne chez la souris SKG infectée par du Chlamydia muridarum.  

 

Les souris SKG ont reçu une injection quotidienne intrapéritonéale d’anticorps anti-Ly6G (n=10) ou un isotype 

(n=12) la veille de l’infection à Chlamydia muridarum (Cmu) (7.104IFU) et jusqu’à 14 jours post infection. 

Variation des moyennes ± SEM de l’index inflammatoire au cours du temps, à la cheville (A) et au poignet (B).  

Délai d’apparition d’une arthrite chez la souris SKG en fonction du temps (C). Evolution de la moyenne ± SEM 

de la charge bactériennes vaginales de Cmu au cours du temps. Le seuil de détection figure en pointillé (907 IFUs). 

C : Log rank (Matnel-Cox) test ; A, B et D : t-test multiple.  

 

L’ensemble des souris infectées ont développé une séroconversion IgG anti-MOMP de C. 

muridarum et avaient une charge bactérienne détectable 3 jours après l’infection, confirmant 

que toutes les souris ont bien été infectées. La déplétion de neutrophile pendant les 2er semaines 

post-infection n’a pas impacté la production des IgG, IgG1 et IgG2A mais a tendance à être 

associé à une diminution de la production d’IgA (Figure 18 A-D). Afin de déterminer si le 

neutrophile est impliqué dans la polarisation des monocytes circulants nous avons regardé si la 

déplétion de ces derniers entrainait des modifications de la proportion des monocytes classiques 

CD11b+CD115+Ly6Chi sanguins. La proportion de monocytes classiques circulants augmentait 

à la suite de l’infection génitale à C. muridarum (Figure 18 E). La déplétion en neutrophiles 
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entrainait une diminution des monocytes classiques sans toutefois avoir un impact sur le 

développement ultérieur de l’arthrite (Figure 18 E). 

Ces données prises collectivement indiquent que le neutrophile n’est pas essentiel dans la phase 

précoce de l’arthrite réactionnelle à C. muridarum malgré sa probable implication dans la 

polarisation monocytaire au cours de l’infection. 
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Figure 18. Effet de la déplétion des neutrophiles sur la production d’anticorps anti-major outer 

membrane protein (MOMP) de Chlamydia muridarum dans le serum et sur la polarisation 

monocytaire. 

 

Le serum des souris SKG recueilli 12 semaines après l’infection génitale par 7.104 IFUs de Chlamydia muridarum 

déplétées (anti-Ly6G) ou non (Isotype) en neutrophile pendant les 2 premières semaines post-infection ont été 

analysés par ELISA pour les IgG totales (A), IgG1 (B), IgG2a (C) et IgA (D). Proportion de monocytes classiques 

CD11b+CD115+Ly6Chi parmi les monocytes dans le sang (E). Moyenne ± SEM. Test de Mann Whitney (A-D), t-

test (E). *** p<0,001, ****p<0,0001. 
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2.4. Discussion 

Nous avions montré préalablement que les neutrophiles des souris SKG produisaient plus de 

transcrit d’Il17 et d’Il23 une semaine post-infection comparativement aux souris non mutées. 

Cette nouvelle étude a mis en évidence que le neutrophile n’est pas indispensable dans la phase 

immunologique précoce amenant à l’arthrite réactionnelle induite par Chlamydia. En effet, la 

déplétion en neutrophile ne modifie pas la cinétique d’élimination de C. muridarum au niveau 

vaginal et ne prévient pas la survenue de cette arthrite dans le modèle SKG malgré une possible 

implication du neutrophile dans la polarisation des monocytes circulants.  

La déplétion de neutrophiles dans des modèles animaux d’études de l’infection génitale à 

Chlamydia montrent que les neutrophiles sont fortement impliqués dans l’immunopathologie 

des muqueuses responsables des lésions tubaires, source d’infertilité. Cependant dans ces 

expériences le neutrophile ne joue pas un rôle primordial dans la clairance locale de l’infection 

à C. trachomatis au niveau du tractus génital, ce qui est concordant avec nos résultats (287). Le 

neutrophile stimulé par l’IFN-γ est capable de tuer Chlamydia selon un mécanisme dépendant 

des anticorps faisant intervenir les IgG dirigées contre ce dernier. Cette réponse humorale 

protège aussi l’hôte des réinfections (355). Dans cette étude nous n’avons pas mis en évidence 

qu’une déplétion de neutrophile dans les deux semaines suivant l’infection influençait la 

réponse humorale anti-Chlamydia.  

L’efficacité de la déplétion des neutrophiles par anti-Ly6G a été questionné par certaines 

équipes dans la littérature (356). Nous avons confirmé dans ce travail que la déplétion des 

neutrophiles par l’injection d’anticorps anti-Ly6G est bien effective, efficace et résolutive à 

l’arrêt des injections chez les souris SKG. Les neutrophiles participent au phénomène de 

réparation des lésions hépatiques en favorisant la conversion phénotypique chez la souris des 

monocytes classiques pro-inflammatoires Ly6ChiCX3CR1lo en monocytes anti-inflammatoires 

Ly6CloCX3CR1hi, en passant par un mécanisme impliquant la production d’espèces dérivés de 

l’oxygène (357). Afin de démontrer l’implication du neutrophile dans ce phénomène, cette 

étude avait, elle aussi, utilisé une stratégie de déplétion par l’injection d’anticorps anti-Ly6G 

(357). De façon surprenante, nous avons observé un phénomène inverse selon lequel le 

neutrophile favoriserait la conversion phénotypique vers les monocytes classiques pro-

inflammatoires Ly6Chi. In vivo, l’anticorps anti-Ly6G opsonise le neutrophile qui est ensuite 

phagocyté par le macrophage, entrainant une déplétion cellulaire (356). Il est reconnu que les 

corps apoptotiques de neutrophiles phagocytés par les macrophages sont essentiels pour la 

résolution de l’inflammation et induisent une polarisation macrophagique M2 (358). Nous 
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pouvons donc nous demander si la diminution des monocytes pro-inflammatoires observée ne 

pourrait pas être expliquée aussi par un effet direct médié par l’anti-Ly6G. 

Nous avons décidé de réaliser une déplétion des neutrophiles dans les 2 semaines post-infection 

ce qui correspondait à la période nécessaire pour la résolution de l’infection génitale à 

Chlamydia et non durant toute la durée de l’expérience. En effet, une déplétion trop prolongée 

aurait, de facto, entrainé une diminution de l’index inflammatoire du fait de l’absence de 

l’effecteur principal de l’inflammation articulaire (327).  

 

En conclusion, les neutrophiles ne sont pas nécessaires, dans la phase aiguë de l’infection à 

Chlamydia, au développement de l’arthrite réactionnelle. Ces résultats laissent donc suggérer 

une implication prépondérante du macrophage dans la physiopathogénèse de l’arthrite 

réactionnelle. 
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3. Retentissement fonctionnel de l’arthrite chez la souris SKG  

 

3.1. Introduction 

Les rhumatismes inflammatoires chroniques sont source d’handicap. L’inflammation 

articulaire et les dommages structuraux induits amènent à une perte de fonction. L’ensemble 

des recommandations des sociétés savantes pour la prise en charge des SpA s’accordent à 

définir la normalisation ou au moins la préservation de la fonction comme un objectif 

thérapeutique (40, 359).  

De nombreux traitements ciblant le processus inflammatoire sont maintenant disponibles pour 

les patients mais malgré cela certains échappent à ces stratégies. Ce constat pousse la 

communauté scientifique à chercher de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Avant de confirmer par des essais thérapeutiques chez l’être humain (phase I à III) que de 

nouveaux traitements sont efficaces et sûrs, des études pré-cliniques chez l’animal sont 

essentielles afin de valider le concept. De nombreux modèles de petit animal d’étude des 

rhumatismes inflammatoires sont utilisés (360). L’analyse de l’effet d’une nouvelle drogue in 

vivo nécessite le choix minutieux du modèle adapté à l’hypothèse expérimentale posée (361).  

Actuellement, les paramètres évalués dans ces modèles sont centrés sur la quantification de la 

sévérité de l’arthrite (score clinique semi-quantitatif, mesure du gonflement de l’articulation, 

évaluation de l’inflammation par imagerie nucléaire) et en post-mortem (quantification de 

l’infiltrat inflammatoire en histologie). Les dommages structuraux articulaires sont, quant à 

eux, évalués par l’imagerie (essentiellement par micro-tomodensitométrie).  

L’étude du retentissement fonctionnel de l’arthrite est, par-contre, très rarement évalué et plus 

difficile à quantifier chez le petit animal. En effet, certaines méthodes d’évaluation font 

intervenir des processus d’apprentissage et/ou motivationnel qui peuvent influencer les 

mesures. De plus, l’intervention humaine au cours de l’expérience peut induire du stress chez 

l’animal ce qui modifie son comportement et induit un biais dans les mesures.   

Plusieurs méthodes d’évaluation de la fonction chez le petit animal sont décrites dans la 

littérature. La marche peut être analysée en colorant les pattes des souris à l’aide d’encre de 

couleurs différentes pour les pattes avant et arrière. La souris par la suite est amenée à se 

déplacer sur une piste recouverte de papier blanc avec une chambre noire présente à l'extrémité 

de la piste pour attirer les souris. La distance entre les traces de pas permet de calculer la foulée 

de la souris, l’écartement des pattes et la symétrie de la marche (362).  Le « Catwalk test » est 

un système automatisé d'analyse de la marche. La souris est amenée à marcher sur une 
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plateforme translucide tandis qu'une caméra enregistre les mouvements depuis le bas. Les 

paramètres de marche suivant sont donc enregistrés : foulée, pression, vitesse et durée de la 

marche. La chambre d’activité est un test évaluant le niveau d’activité locomotrice générale en 

impliquant les capacités d’exploration de la souris. La souris est placée dans une cage 

transparente insonorisée équipée de détecteurs infrarouges. L'animal est positionné au centre et 

est amené à se déplacer librement pendant un temps imparti. Les déplacements sont enregistrés 

par les détecteurs et ainsi, la distance parcourue, la vitesse, le temps d’immobilité, le nombre 

d’extension sur les pattes arrière et le temps passé dans chaque zone de l’arène sont déterminés. 

Le suivi des mouvements des animaux peut aussi être effectué par enregistrement vidéo afin 

d’évaluer la distance parcourue (363). Le test de distribution pondérale cinétique (Dynamic 

Weight Bearing Test) consiste à placer la souris dans un corridor ou une boîte avec un tapis de 

capteur sur le sol enregistrant la pression de l’appui de la souris permettant d’extraire 

automatiquement pour chaque patte la force maximale (mN), la vélocité de masse (N/s), et la 

surface de contact (364). Le test du « Rotarod » consiste à placer la souris sur un tube rotatif 

qui accélère progressivement de façon continue obligeant la souris à avancer. Le test se termine 

quand la souris tombe en toute sécurité du tube. Le temps d’exercice et la vitesse finale du 

rotarod avant chute sont les principaux résultats obtenus.  Un entrainement préalable est 

nécessaire afin que la souris apprenne bien à faire cette tâche. 

 

Les principaux problèmes de ces tests sont qu’ils sont influencés par l’état psychologique de la 

souris (anxiété) car l’ensemble de ces systèmes sont externes à leur cage de domiciliation et 

entraine donc un changement d’environnement (absence de litière, absence d’odeur de ses 

congénères…). De plus, la volonté du rongeur à faire la tâche est mise en jeu car on l’oblige à 

faire une tache précise à un moment donné. Enfin, ces enregistrements sont habituellement 

effectués la journée alors que la souris est un animal nocturne ce qui peut influencer le résultat 

de l’analyse et ce qui reflète uniquement l’activité à un moment donné de quelques minutes à 

plusieurs heures. 

 

Un système a été conçu pour mesurer automatiquement l’activité spontanée des souris. Les 

cages ventilées numériques ou « Digital ventilated cage » (DVC) permettent d’enregistrer 

l’activité spontanée des souris 24 heures sur 24 et 7 jours sur 7, les souris restant dans ces cages 

durant toute l’expérience. Un champ électromagnétique est créé par une plaque de douze 

électrodes placées sous la cage qui collectent en temps réel les modifications de la capacitance 

électrique de l’environnement autour de chaque électrode (4 fois par seconde) (365, 366). Le 
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champ électromagnétique est modifié à chaque mouvement des souris permettant de quantifier 

ainsi leurs déplacements. Cette technologie n’entraine pas de modification du comportement 

des animaux et a des performances similaires comparée à des enregistrement vidéo des cages 

pour les paramètres suivants : distance, vitesse moyenne, densité de l’activité, occupation de la 

partie avant et arrière de la cage (365). Les principaux avantages sont que les mesures se font 

sans interruption le jour et la nuit directement dans l’environnement de vie de l’animal sans 

intervention humaine. Cela évite ainsi d’utiliser des dispositifs externes de mesure nécessitant 

la manipulation des souris ce qui permet de s’affranchir de certains biais expérimentaux (stress, 

nécessité d’apprentissage…). Enfin, ce système est capable de mesurer en temps réel l’activité 

de centaines de cages permettant d’analyser le comportement des animaux et leur activité sur 

des expériences incluant des nombreux animaux.  

 

Dans ce travail, nous avons étudié l’impact de l’arthrite sur l’activité spontanée des souris 

mesurée dans leur environnement habituel grâce à des cages ventilées numériques (DVC).  

 

Ma contribution a été de :  

• Participer de manière substantielle à la conception et au design de l'étude. 

• Participer à l’écriture du dossier déposé au comité d’éthique. 

• Réaliser les expériences animales où j’avais la charge d’induire la maladie par injection 

intra péritonéale de Curdlan, de mesurer les articulations et d’évaluer cliniquement les 

souris. 

• Participer à la réalisation d’une partie de l’analyse statistique, certaines analyses ayant 

été effectuée par le Dr Bertrand Favier, TIMC-CNRS UMR 5525, Grenoble, France.  

• Contribuer substantiellement à l’analyse des données.  

• Rédiger les résultats de ce travail. 

 

3.2. Matériel et méthodes 

3.2.1 Souris  

Des souris femelles SKG (souris BALB/c avec mutation ZAP-70W163C) âgées de 6 à 10 

semaines ont été élevées et maintenues dans des conditions spécifiques exemptes d'agents 

pathogènes (SPF) à la plateforme de haute technologie animale à Grenoble (France, C 

3851610006). Les conditions d'hébergement étaient les suivantes : humidité de 50% ±20%, 

température de 19-23°C, sessions de 12/12 heures d'obscurité et de lumière et accès ad libitum 
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à la nourriture et à l'eau. Dans ces conditions, les souris SKG ne développaient pas d’arthrite 

spontanée. L'étude sur les animaux a été menée conformément à la directive européenne 

2010/63/UE et les procédures expérimentales ont été approuvées par un comité d'éthique 

#27015-2020082817478482 v4 (ministère français de la Recherche).  

Une randomisation stratifiée sur l’âge et le poids des souris a été effectuée. Deux souris SKG 

femelles ont été allouées à chaque cage au début de l’expérience. Les cages (Tecniplast GM500 

cages) étaient ensuite, durant toute l’étude, maintenue dans le système d’enregistrement DVC™ 

et chacune équipée d’une roue d’activité (DVC GYM 500) (366).  

 

3.2.2 Induction de l’arthrite par le Curdlan 

L’arthrite était induite par une injection IP de 3mg par souris de curdlan (β1-3 glucan, Wako 

Chemicals USA) dilué dans du PBS stérile (338). Les souris contrôles recevaient une injection 

de PBS.   

 

3.2.3 Evaluation clinique et histologique 

Le gonflement des pattes a été évalué par le même observateur (XR) chaque semaine pendant 

toute l’expérience après l’injection de curdlan, en mesurant l'épaisseur des pattes arrière et avant 

avec un pied à coulisse numérique. L’index inflammatoire des pattes (variation du gonflement 

des pattes par rapport aux mesures effectuées de référence avant injection de curdlan) a été 

calculé (342). La sévérité des arthrites a été quantifiée par un score d’arthrite clinique (0-6 

points) toutes les semaines comme suit : pas de gonflement (0 point), gonflement d’un doigt 

(0,1 point par doigt), léger gonflement du poignet ou de la cheville (0,5 point par articulation) 

et gonflement sévère du poignet ou de la cheville (1 point par articulation). La somme des scores 

obtenus pour tous les doigts des pattes antérieures et postérieures, des poignets et chevilles 

donne le score final (327). Les souris étaient pesées une fois par semaine. L’expérience se 

terminait si les points limites préalablement définis étaient atteints ou à défaut au bout de 8 

semaines post injection de curdlan. Les point limites étaient les suivants : perte de poids par 

rapport au poids de référence au jour de l’injection de curdlan (10-15% : 1 point, 15-20% :  2 

points, >20% : 4 points), état général (crottes molles : 1 point, diarrhée liquidienne : 2 points, 

conjonctivite : 1 point, automutilation des yeux : 4 points, mobilité réduite : 1 point, réduction 

toilettage : 1 point, plaie de léchage : 2 points, prostration : 4 points) et sévérité de l’arthrite 

(augmentation du diamètre des articulations : 20-40% : 1 point, 40-60% : 2 points, >60% : 3 

points). Un score pour les points limites supérieur ou égal à 4 induisait le sacrifice de l’animal. 
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Afin de minimiser l’impact des manipulations humaines nécessaires à l’obtention de ces 

mesures, ces dernières étaient systématiquement effectuées chaque mardi matin pendant toute 

l’expérience et la litière était changée 1 fois tous les 15 jours après les mesures. En dehors de 

ce jour, les souris et leurs cages n’étaient pas manipulées afin de minimiser au maximum le 

stress induit. 

 

3.2.4 Micro-tomodensitométrie (micro-TDM) 

Les articulations des chevilles et poignets fixées dans du formol à 10% à la fin de l’expérience 

ont été analysées par micro-TDM (nanoScan SPECT/CT (Mediso), résolution de 10 à 30 μm) 

afin d’évaluer la destruction articulaire. Les images ont été analysées en aveugle du groupe 

d’attribution par un même expérimentateur (XR) afin de déterminer s’il existait un pincement 

articulaire ou des érosions au niveau de la cheville, articulations du médio-pied, poignet et 

carpe.  

 

3.2.5 Mesure de l’activité 

Les données suivantes étaient enregistrées puis exportées pour réaliser des analyses statistiques 

à partir de la plateforme DVC® Analytics : « animal locomotion index », la distance effectuée 

dans la roue et le « Regularity Disruption Index » (RDI). 

Une électrode est considérée comme activée quand elle mesure une perturbation significative 

du champ électromagnétique durant un intervalle de temps défini, ce qui survient lorsqu’une 

souris est en mouvement. Chaque diminution/augmentation du signal électrique enregistrée 

supérieure au bruit de fond est considéré comme une activation. L’« animal locomotion index »  

est donc calculé pour exprimer dans une unité arbitraire en pourcentage l’activité des souris (0-

100%). Le RDI permet de quantifier le degré de régularité de l’activité des souris au cours du 

temps (motif d’activité). La journée et la nuit étaient définies par la période où la lumière était 

allumée (entre 7h et 19h) ou éteinte (entre 19h et 7h) dans l’animalerie. 

 

 

3.2.6 Analyse statistique  

La normalité de la distribution a été évaluée par le test de Kolmogorov-Smirnov. L’ANOVA à 

deux voies avec le test post hoc de Tukey a été utilisé pour les données à distribution normale. 

Pour les données d’activité, une ANOVA non paramétrique pour données longitudinales avec 

analyse multivariée (ANOVA np-ld) effectuée pour chaque semaine a été conduite. Le test de 

corrélation de Spearman a été appliqué pour rechercher une corrélation entre l’index d’activité 

ou la distance parcourue par cage et la somme des scores de sévérité de l’arthrite des deux souris 
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présentes dans chaque cage. Une p-value < 0,05 était considérée comme significative. Le 

nombre d'animaux nécessaires pour obtenir une puissance statistique suffisante pour l’arthrite 

a été estimé à partir d'expériences précédentes : 8 souris par groupe avec un risque de 0,05 

atteignent une puissance supérieure à 80 % (338). Le respect des règles d’éthique d’avoir au 

moins deux souris par cages durant toute l’expérience nous a amené à inclure 12 souris par 

condition afin d’avoir les données de 6 cages de souris par condition expérimentale. L'analyse 

statistique a été réalisée à l'aide du logiciel GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software, San 

Diego, USA) et le logiciel R. 

 

3.3. Résultats 

Les souris femelles SKG (n=12) ont déclenché une arthrite intéressant les poignets et les 

chevilles dans les 2 semaines suivant l’injection de curdlan (Figure 19 A, B), ce qui n’était pas 

observé avec le PBS. La durée de l’expérience a été restreinte à 4 semaines du fait de l’atteinte 

précoce des points limites pour les souris faisant de l’arthrite.  
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Figure 19. L’injection de curdlan en intrapéritonéal induit une arthrite précoce et sévère chez les 

souris SKG. 

  

Des souris SKG femelles ont reçu une injection unique de 3mg de Curdlan en intrapéritonéal au jour 0 (Curdlan 

SKG, n=12) ou du PBS (SKG, n=12). L’activité et la distance parcourue dans les roues en temps réel 24/24h a été 

enregistré (A). Variation des moyennes ± erreur standard de la moyenne du score d’arthrite (0-6) (B) et de l’index 

inflammatoire des chevilles et poignets (C) au cours du temps. t-test multiple (B, C). ANOVA à deux voies avec 

le test post hoc de Tukey, ****p<0,0001. 

 

Comme attendu, l’activité des souris et la distance parcourue dans la roue était significativement 

plus importante durant la nuit (p<0,0001) (Figure 20 A, B). 
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Figure 20. Les souris SKG ont une activité nocturne importante.  

 

Variation des moyennes ± erreur standard de la moyenne de l’index d’activité (A) et de la distance parcourue dans 

la roue (B) la journée (7h-19h) et la nuit (19-7h) chez des souris SKG n’ayant pas développé d’arthrite après 

l’injection de PBS. p-value<0,0001 au test ANOVA à deux voies avec le test post hoc de Tukey (A, B). 

 

Les souris qui ont développé une arthrite à la suite de l’injection de curdlan voyaient leur niveau 

d’activité et leur distance parcourue dans la roue la nuit diminuer significativement et 

drastiquement dès la 2ème semaine, correspondant au moment d’apparition de l’arthrite (Figure 

21 B, D). Aucune différence n’était observée en journée (Figure 21 A, C). Une augmentation 

de la distance parcourue au cours de la journée est retrouvée chez les souris SKG ayant reçu du 

PBS au jour 0 et jour 14. Ces jours correspondant à des journées où des mesures des 

articulations et des injections intrapéritonéales ont été effectuées chez ces souris, ce qui indique 

que l’intervention humaine entraine des modifications de comportement. Le RDI, explorant le 

motif d’activité en mesurant le degré de régularité de l’activité, est significativement diminué 

la nuit, et non la journée, chez les souris arthritiques indiquant que le motif d’activité est plus 

régulier dans ce groupe de souris (Figure 21 E-F). La moyenne par cage au cours de la 3ème 

semaine de l’index d’activité et de la distance parcourue dans les roues durant la nuit corrélaient 

significativement avec les scores d’arthrite (respectivement, r=-0,80, p<0,01 et r=-0,86, 

p<0,001) et l’index inflammatoire aux 4 membres par cages (respectivement, r=-0,66, p=0,02 

et r=-0,75, p<0,01).  
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Figure 21. L’arthrite induite par le curdlan est responsable d’une perte de fonction importante  

 
Variation des moyennes ± erreur standard de la moyenne de la distance parcourue dans la roue en centimètre (A,B),  

de l’index d’activité exprimé en une unité arbitraire (C, D) et du « Regularity Disruption Index » (RDI) exprimé 

en une unité arbitraire représentant le degré de régularité de l’activité (un index faible indiquant une activité plus 

homogène au cours de la période) (E-F) en fonction de la journée (7h-19h) et la nuit (19-7h) chez des souris SKG 

ayant développé une arthrite après l’injection de curldlan (Curdlan SKG, n=6 cages) comparé à des souris SKG 

sans arthrite (PBS SKG, n=6 cages). ANOVA non paramétrique pour données longitudinales avec analyse 

multivariée (ANOVA np-ld) effectuée pour chaque semaine. * p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001. 
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Aucune érosion ou pincement de l’interligne articulaire n’a été observé en micro scanner au 

niveau de la cheville, du tarse, du poignet et du carpe des souris ayant développé ou non une 

arthrite. En revanche, des productions osseuses ab-articulaires étaient fréquemment retrouvées 

chez les souris ayant reçu une injection de curdlan (Figure 22).   

 

 
Figure 22. Les souris SKG avec arthrite induite par le curdlan développent des productions 

osseuses ab-articulaires.  

 
Reconstruction en 3 dimensions d’une patte avant et arrière analysée par micro-scanner d’une souris SKG ayant 

développé une arthrite à la suite de l’injection de curdlan (Curdlan SKG) et d’une souris non arthritique (PBS 

SKG). Aucune érosion ou pincement de l’interligne articulaire n’a été observé pour l’ensemble des souris 

analysées (Curdlan SKG (n=12), PBS SKG (n=4)) contrairement à la présence de production osseuse ab-articulaire 

(dont certaines sont désignées par une flèche rouge) mise en évidence uniquement chez les souris avec arthrite 

(Curdlan SKG). 

 

 

3.4. Discussion 

Cette étude préliminaire démontre que l’activité spontanée des souris SKG, enregistrée à l’aide 

de cages ventilées digitales (DVC®), est sévèrement altérée la nuit au cours de l’arthrite. Cette 

altération de la fonction ne semble pas expliquée par la destruction articulaire mais d’avantage 

influencé par le processus inflammatoire comme observé dans les SpA débutantes chez 

l’Homme (367, 368).  

Les modèles précliniques jouent un rôle crucial pour tester de nouvelles stratégies de traitement 

et pour valider la première étape du développement d'un nouveau médicament.  L’évaluation 

précise de l'effet des nouveaux médicaments chez le petit animal, et notamment son impact sur 
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la fonction, est limitée du fait des difficultés de mise en œuvre de ces tests. En effet, l'évaluation 

de la dysfonction locomotrice chez les souris et autres rongeurs est difficile car le comportement 

de proie conduit ces animaux à dissimuler la douleur et le handicap dans des tests actifs tels que 

le Rotarod ou le Catwalk. Nous introduisons ici une nouvelle modalité d’évaluation de l’activité 

locomotrice des souris. Le DVC® offre la possibilité de suivre de façon automatisée en temps 

réel 24/24h et sur de longues périodes l’activité des modèles murin d’arthrite sans qu’aucune 

intervention humaine soit nécessaire, source de perturbation du comportement des animaux. 

Afin de montrer l’intérêt de cet outil dans l’évaluation d’agent thérapeutique chez le petit animal 

nous souhaitons étudier l’effet d’un traitement par anti-TNF (Adalimumab) qui a montré son 

efficacité dans la diminution de la sévérité de l’arthrite dans le modèle SKG (369) et dans la 

diminution du handicap dans les SpA selon le plan expérimental présenté en Figure 23A. Nous 

évaluerons la sensibilité du DVC® à capter un changement d’activité spontanée des souris au 

cours du traitement. La résolution limitée de la microTDM et le contraste de l’image obtenue 

par absorption de rayons X ne sont pas suffisants chez le petit animal pour analyser les tissus 

mous (synovite, ténosynovite et enthésites) et le cartilage, ce qui ne permet pas d'évaluer 

précisément l'effet des nouveaux médicaments chez le petit animal. D’ailleurs, dans cette étude 

nous n’avons pas mis en évidence de pincement ou d’érosion de l’interligne articulaire et le 

contraste limité des parties molles rendait l’analyse impossible des structures articulaires et ab-

articulaires. L’imagerie par contraste de phase des rayons X permet d'obtenir un contraste 

d’image plus élevé par comparaison avec la radiographie conventionnelle basée sur l’étude de 

l’absorption des rayons X. Ainsi, cette méthode d’analyse, du fait d’un contraste accru de 

l’image et une résolution accrue de l’ordre de 3µm, permet d’avoir une image à une résolution 

quasiment histologique de l’articulation. Une étude de preuve de concept a montré que cette 

modalité d’imagerie permettait de quantifier le cartilage calcifié et d’avoir une résolution 

permettant de visualiser des clusters de chondrocytes au sein de cartilage (370). L’analyse, qui 

est en cours, des articulations par cette modalité d’imagerie innovante permettra de mieux 

adresser les éléments anatomiques responsables de la perte de fonction (Figure 23B). Par 

l’étude de ces outils nous souhaitons permettre une évaluation plus poussée des modèles 

animaux en rhumatologie.  

Une des principales limites de notre analyse est que l’évaluation individuelle de la fonction des 

souris n’est pas possible actuellement si plusieurs souris sont présentes dans la même cage. Il 

n’est pas envisageable pour des considérations éthiques d’isoler les souris dans les cages. Afin 

de répondre au mieux à cette problématique nous avons décidé de placer uniquement deux 

souris par cage.  
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En conclusion, les cages ventilées digitales (DVC®) sont un outil assez sensible pour mesurer 

les altérations de la fonction chez le petit animal souffrant d’arthrite. Des études sont encore 

nécessaires pour montrer l’intérêt de cette technologie dans l’évaluation d’agent thérapeutique 

chez le petit animal. 

 

Figure 23. Perspective de future recherche visant à évaluer l’intérêt du DVC® et de l’imagerie 

par contraste de phase dans l’études de modèle préclinique d’arthrite inflammatoire. 

 

Plan expérimental envisagé pour évaluer l’altération de la fonction, à l’aide de cages connectées ventilées (DVC®), 

au cours de l’arthrite chez des souris SKG traitées par un agent biologique reconnu pour améliorer la fonction chez 

l’Homme (anti-TNF, adalimumab) (A). Résultats préliminaires de l’imagerie par contraste de phase aux rayons X 

obtenues à partir de chevilles de souris SKG arthritiques. Une quantification automatisée du volume de l’interligne 

articulaire, de la synovite, du cartilage calcifié et des érosions est possible grâce à l’analyse d’image utilisant des 

outils d’intelligence artificielle. Travail réalisé en collaboration avec le laboratoire STROBE (Rayonnement 

SynchroTROn pour la Recherche BiomédicalE, Dr. Emmanuel BRUN et Dr. Shifali SINGH). 
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CHAPITRE 2 : LA CALPROTECTINE SERIQUE, 

BIOMARQUEUR D’ACTIVITE DANS LES RHUMATISMES 

INFLAMMATOIRES CHRONIQUES 

4. La calprotectine sérique biomarqueur d’activité dans les 

spondyloarthrites axiales débutantes 

4.1. Introduction  

La SpA axiale est un rhumatisme inflammatoire chronique touchant le squelette axial pouvant 

entrainer une ankylose rachidienne irréversible par la formation de ponts osseux 

(syndesmophytes).  Ces lésions sont responsables d’un handicap fonctionnel pour le patient 

(371). L'évolution radiographique est à ce jour imprévisible et est très variable d’un patient à 

l’autre (372). L’activité de la maladie (ASDAS, CRP), le tabagisme, la présence d’œdème 

inflammatoire en IRM ou de syndesmophytes en radiographie sont des facteurs de risque de 

progression radiographique dans la SA (373-376). L'inflammation est un facteur déterminant 

dans le développement des dommages structuraux. Cependant, la CRP est normale chez près 

de la moitié des patients atteints de SpA (377). L'évaluation de nouveaux biomarqueurs 

d’inflammation est nécessaire pour mieux apprécier l'inflammation, l'activité de la maladie et 

le risque de développer des dommages structuraux irréversibles au stade précoce de la SpA 

axiale (377).   

La calprotectine, également appelée protéine S100A8/A9, est une alarmine sécrétée par les 

cellules myéloïdes activées (neutrophiles, monocytes et aux premiers stades de différenciation, 

macrophages).  Dans le rhumatisme psoriasique, la calprotectine est sécrétée localement dans 

les articulations après le recrutement et la migration des monocytes et des neutrophiles du sang 

périphérique vers la cavité articulaire (378). La calprotectine sérique pourrait être un 

biomarqueur intéressant pour évaluer le niveau d'infiltration des cellules mononucléaires 

activées dans les articulations sacro-iliaques et au rachis (128). Turina et al. ont décrit que la 

calprotectine sérique pouvait prédire la progression radiographique au rachis dans la SpA axiale 

radiographique établie répondant aux critères modifiés de New York  après 2 ans de suivi (216). 

Dans cette étude nous avons voulu évaluer si la calprotectine sérique était un biomarqueur 

d’activité dans la SpA axiale débutante et si elle pouvait prédire la progression radiographique 

rachidienne à 2 ans dans la cohorte DESIR. 

 

J’ai commencé à étudier au cours de ma thèse de médecine, soutenue le 27/09/2018, l’intérêt 

du dosage de la calprotectine dans les rhumatismes inflammatoires chroniques. Je me suis 
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attaché pendant ma thèse de sciences à publier une revue de la littérature sur le sujet intitulé 

«Systemic calprotectin and chronic inflammatory rheumatic diseases » dans le journal Joint 

Bone Spine (impact factor 2020 : 4.9, rang C) afin de conclure ce travail (203). J’avais aussi 

conduit une étude dans la cohorte de SpA débutante DESIR visant à évaluer l’intérêt de la 

calprotectine comme biomarqueur d’activité et de prédiction de progression structurale. J’ai 

repris pendant ma thèse de science l’analyse statistique de cette étude et poursuivi l’écriture de 

ce travail. Cette étude a finalement été publiée sous la forme d’une lettre à l’éditeur (Article 2) 

dans Joint Bone Spine en 2020 (impact factor 2020 : 4.9, rang C). 

 

Dans cet article nous montrons que : 

• La calprotectine sérique ne permet pas de prédire la progression structurale dans la SpA 

axiale débutante contrairement aux données déjà publiées sur les SA établies. 

• La calprotectine est un biomarqueur d’activité dans les SpA axiales débutantes.  

 

Dans cet article ma contribution a été de :  

• Soumettre une demande auprès de la cohorte DESIR.  

• Participer de manière substantielle à la conception et au design de l'étude. 

• Réaliser l’analyse statistique et l’analyse des données.  

• Rédiger l’article qui a été publié dans Joint Bone Spine pendant ma thèse de sciences.  
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4.2. Article 2: Serum calprotectin is increased in early axial spondyloarthritis with 

sacroiliitis and objective signs of inflammation: Results from the DESIR cohort 

 

Serum calprotectin is increased in early axial spondyloarthritis with 

sacroiliitis and objective signs of inflammation: results from the DESIR 
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Axial Spondyloarthritis (axSpA) is a chronic inflammatory disease that affects spine 

and sacroiliac joint (SIJ) leading to highly variable spinal radiographic damages in the 

individual patient [1]. Inflammation appears to be a determining factor of developing future 

structural damage [2, 3]. The quantification of inflammation in axSpA remains a challenge [4].  

Calprotectin, an alarmin secreted by activated myeloid cells, has been suggested as a biomarker 

predicting radiographic spinal progression at 2 years in established ankylosing spondylitis (AS) 

[5-7]. The aim was to assess whether serum calprotectin was associated with inflammation and 

spinal radiographic progression within 2 years in early axSpA. 

Patients with recent-onset inflammatory back pain, suggestive of axSpA from the 

DESIR cohort (NCT01648907) were included [8]. Assessment in SpondyloArthritis Society 

(ASAS) and modified New York criteria were respectively used for classification of axSpA and 

AS patients. Serum calprotectin was assessed at baseline (Calprotectin ELISA kit, Hycult 

Biotech). Radiographic spinal progression was defined as worsening by ≥2 units of the modified 

Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score 2 years after the inclusion. Spine and SIJ magnetic 

resonance imaging (MRI) inflammation were graded with the Spondyloarthritis Research 

Consortium of Canada (SPARCC) score.  

At baseline, calprotectin was assessed in 426 early axSpA, including 149 patients with 

AS (Table 1). Serum calprotectin level was not significantly different between patients with 

recent-onset inflammatory back pain fulfilling vs. those not the ASAS criteria. High level of 

calprotectin was observed in axSpA with sacroiliitis, non-radiographic axSpA with objective 

signs of inflammation (i.e. with sacroiliitis on MRI and/or elevated CRP levels) and AS (Figure 

1A-B).  A total of 211 axSpA and 77 AS patients had both baseline and 2 years mSASSS 

scoring. Fifteen (15/211, 7.1%) axSpA and seven (7/77, 9.1%) AS had a radiographic spinal 

progression within 2 years. Serum calprotectin levels did not identify patients with subsequent 

radiographic progression and was not increased in axSpA with syndesmophytes (≥1) or with 
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significative SIJ erosions (≥3) and fat lesions (≥3) on MRI. axSpA patients with high disease 

activity index score (BASDAI>4 and ASDAS>3.5) and high SIJ and spine SPARCC scoring 

(≥5) showed an elevated calprotectin level (Figure 1 C-F). Calprotectin correlated with 

inflammatory parameters as CRP (rs = 0.32, p<0.01), ESR (rs = 0.23, p<0.0001), IL-6 (rs = 0.24, 

p<0.0001), IL-31 (rs = 0.17, p<0.001), sCD40L (rs = 0.13, p<0.05) but not with TNF. 

The present study shows that calprotectin is associated with inflammatory parameters, 

MRI inflammation rather than structural lesions in early axSpA. These results are in line with 

previous study [9]. We do not confirm, as observed in establish AS patient [5], that calprotectin 

level is a factor associated with spinal radiographic progression in early axSpA and AS. 

Nevertheless, this analysis is limited by a lack of statistical power to detect small effect size. 

Structural damage in axSpA is definitely a complex phenomenon hardly captured by a single 

biomarker assay compared to a biomarker combination strategy [10].  

In conclusion, calprotectin in early axSpA seems to reflect the local inflammatory 

process involving myeloid cells in SIJ and spine.  
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Figure 1. Serum calprotectin level is increased in early axial spondyloarthritis with sacroiliitis and 

objective signs of inflammation 

 
Serum calprotectin levels at baseline (A) in early axial SpA (axSpA) patients fulfilling axial ASAS criteria 

(ASAS+) with sacroiliitis (sacroiliitis +) or not (sacroiliitis -) on X-ray or magnetic resonance imaging (sacroiliitis 

+) compared to those not fulfilling (ASAS-) and (B) in non-radiographic axSpA (nr-axSpA) patient with objective 

signs of inflammation (sacroiliitis + or elevated C-reactive protein level) (inflammation +), AS and those without 

objective signs of inflammation (inflammation -). (C) Serum calprotectin levels according to disease activity 

assessed with Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI), (D) Ankylosing Spondylitis 

Disease Activity Score with CRP (ASDAS-CRP) and Spondyloarthritis Research Consortium of Canada 

(SPARCC) magnetic resonance imaging score of the (E) sacroiliac joints and (F) spine. Inactive: ASDAS<1.3, 

Low: 1.3-2.1, High: 2.1-3.5 and Very High: ASDAS>3.5. 0: SPARCC score=0, Low: 2≤SPARCC score<5 and 

High: SPARCC score≥5. Each point represents a subject, horizontal and vertical lines show the median and 

interquartile range. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 with Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis 

one-way test with post hoc Dunn’s test. 
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Table 1. Baseline characteristics of axial spondyloarthritis patients included from the DESIR 

cohort. 

 

 
 

 

axSpA ASAS+: axial Spondyloarthritis fulfilling axial Assessment of Spondyloarthritis international Society 

criteria, AS mNY+: Ankylosing Spondylitis fulfilling modified New York criteria, HLA B27: Human Leukocyte 

Antigen B27, CRP: C-reactive protein, elevated CRP: CRP above 5mg/L, BASDAI: Bath Ankylosing 

Spondylitis Disease Activity Index, ASDAS: Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score, BASFI: Bath 

Ankylosing Spondylitis Spine Score, mSASSS: modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score, SIJ: sacro-

iliac joint, SPARCC: Spondyloarthritis Research Consortium of Canada. P-values refer to Mann-Whitney U test 

result and Fisher’s exact test. NS: non-significant 

 

  

Baseline characteristics axSpA ASAS+ 

(n=426) 

AS mNY+ 

(n=149) 

p-value 

Males (%) 51.9 62.8 <0.05 

Age (years, meanSD) 31.47.2 32.18.5 NS 

Disease duration (months, meanSD) 10.423.0 13.124.5 NS 

HLA B27 positivity (%) 86.1 74.3 <0.01 

CRP level baseline (mg/L, meanSD) 8.914.0 12.717.0 <0.01 

elevated CRP 34.1 48.6 <0.01 

BASDAI (meanSD) 42.720.3 40.319.2 NS 

ASDAS-CRP (meanSD) 2.61.0 2.71.0 NS 

BASFI (meanSD) 28.822.1 30.223.2 NS 

mSASSS (meanSD) 1.54.0 1.94.2 <0.05 

Serum calprotectin (ng/mL, meanSD) 271.4170.0 268.0156.1 NS 

Total Berlin score 1.22.9 2.74.5 <0.0001 

SIJ SPARCC score 5.69.3 10.012.0 <0.0001 

Spine SPARCC score 4.613.1 10.620.8 <0.0001 
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Supplementary methods 

Patients and study parameters 

The DESIR cohort (NCT01648907) has been previously described (217). Briefly, consecutive 

patients aged 18–50 years from 25 centers in France who had inflammatory back pain 

(evaluated by either the Calin or the Berlin criteria) (379, 380) that lasted ≥3 months but <3 

years were included if the treating rheumatologist considered the symptoms suggestive of 

axSpA (a score ≥5 on a scale from 0 to 10). Moreover, we excluded patients who had a different 

diagnosis than that of axSpA after at least 2 years of follow-up according to the treating 

rheumatologist. Visits were scheduled every 6 months during the first 2 years and yearly 

thereafter. In this study, axSpA patients were defined as patients who fulfilled the Assessment 

in SpondyloArthritis Society (ASAS) criteria for axSpA at baseline (7). Ankylosing spondylitis 

(AS) patients were defined as patients who fulfilled modified New York (mNY) criteria and 

non-radiographic axSpA (nr-axSpA) as patients who fulfilled ASAS criteria but not mNY 

criteria. 

As previously described (217), the activity of the disease was assessed with Bath Ankylosing 

Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) and Ankylosing Spondylitis Disease Activity 

Score with CRP (ASDAS-CRP), functional disability with Bath Ankylosing Spondylitis 

Functional Index (BASFI) and Health Assessment Questionnaire for Ankylosing Spondylitis 

(HAQ-AS) and quality of life with Ankylosing Spondylitis Quality of Life questionnaire 

(ASQoL). Active disease was defined by a BASDAI score above 4 points and these ASDAS-

CRP cut-offs were used to determine activity: <1.3 for inactive disease, between ≥1.3 and <2.1 

for low disease activity, between ≥2.1 and <3.5 for high disease activity and >3.5 for very high 

disease activity (381). A CRP level above 5 mg/L defined an elevated CRP level. Patient had 

objective signs of inflammation if a sacroiliitis on MRI and/or X-rays and/or an elevated CRP 

level were present. The study was conducted according to good clinical practice guidelines, was 

approved by the appropriate local medical ethical committees: the “Comité de Protection des 

Personnes Physiques” (CPP), Ile de France III” ethics committee (Number 2457; EUDRACT 

number 2007-A00608-45) and informed written consent was obtained before inclusion from all 

patients 

 

Serum calprotectin and cytokines assessment 

In the DESIR cohort, serum was prospectively collected from 2009 to 2010 at inclusion and 

stored in aliquots at -80°C in the Biological Resources Center at Bichat Hospital. Calprotectin 
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serum concentrations were assessed at baseline in the patient’s serum by enzyme-linked 

immunosorbent assay kit according to the manufacturer method (Calprotectin ELISA kit, 

Hycult Biotech, Netherlands). Cytokines in serum were measured with the Bio-Plex Pro Human 

Th17 Cytokine Assays 1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) as previously described (382). 

 

Imaging 

Radiographs and MRI were blindly evaluated by two trained central readers as previously 

described (383). A radiographic spinal progression was defined as worsening by ≥2 units at 2 

years of the modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score (mSASSS) (384). A lower 

threshold for defining radiographic progression, i.e. a worsening by one point or more over 2 

years was also applied (385). MRI spine and SIJ inflammation at baseline and at 2 years were 

evaluated with Berlin and Spondyloarthritis Research Consortium of Canada (SPARCC) score 

(386, 387). We defined a low SPARCC score as a score of ≥ 2 and a high score as ≥5 (106). 

 

Statistical analysis 

Data between groups were compared using Wilcoxon-Mann-Whitney test and Kruskal-Wallis 

one-way test with post hoc Dunn’s test. Data were described as median and interquartile range 

(IQR). Spearman’s correlation test was used to assess the relation between serum calprotectin 

and MRI score, activity and functional scores.  The value of 0 pg/mL was assigned when 

cytokine assay had a value below the limits of detection. Statistical analysis was performed 

only for IL-6, TNF-, IL-31 and sCD40L because these cytokines has been detected with a 

value above the limits of detection in more than 50% of axSpA ASAS+ (382). Spearman’s 

correlation was used to determine the relation between cytokine and calprotectin level. 

Statistical analyses were performed using R software version 3.5.1 and GraphPad Prism 8.4.1 

(GraphPad Software, San Diego, USA). A p-value <0.05 was considered statistically 

significant. 

 

1.3.5 Role of the funding source 

The DESIR cohort was sponsored by the Département de la Recherche Clinique et du 

Développement de l'Assistance Publique–Hôpitaux de Paris. This study is conducted under the 

umbrella of the French Society of Rheumatology and INSERM (Institut National de la Santé et 

de la Recherche Médicale). The database management is performed within the department of 

epidemiology and biostatistics (Professor Paul Landais, D.I.M., Nîmes, France). An 
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unrestricted grant from Pfizer was allocated for the first 10 years of the follow-up of the 

recruited patients. Pfizer did not review the content or have influence on this manuscript.  
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5. Calprotectine sérique et déclin de la fonction rénale dans les vascularites 

à ANCA  

5.1.  Introduction 

La granulomatose avec polyangéite (GPA) et la polyangéite microscopique (PAM) sont des 

maladies inflammatoires graves caractérisées par une vascularite nécrosante des petits 

vaisseaux associée à la présence d'auto-anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA) 

avec une spécificité pour la protéinase 3 (PR3) ou la MPO. Ces maladies sont regroupées sous 

le terme de vascularite à ANCA (VAA). 

Afin de mettre en rémission ces maladies sévères, un traitement immunosuppresseur lourd 

source de complications est employé. L'évolution de la maladie après le traitement initial est 

très variable et les rechutes restent fréquentes et difficilement prévisibles. 

Certaines études soutiennent la valeur du suivi des ANCA dans la prédiction des rechutes (388, 

389).  Une méta-analyse sur ce sujet a conclu qu'une augmentation ou une persistance des 

ANCA pendant la rémission n'est que modestement prédictive d'une rechute future de la 

maladie, limitant l’intérêt du suivi des ANCA pour guider le traitement à l’échelle du patient 

(390). En pratique clinique, le taux d’ANCA est suivi au cours de la maladie et une surveillance 

rapprochée est effectuée en cas d’ascension de ces derniers. La prédiction imparfaite du risque 

de rechute par le suivi des ANCA laisse la place à la recherche d’autres candidats qui 

permettraient d’améliorer le suivi des patients. La CRP, quant à elle, se situe généralement dans 

la fourchette normale pendant la rémission des VAA et ne fournit donc pas d'information 

pronostique. 

 

Les ANCA ont un rôle pathogénique dans cette maladie. En effet, ils sont capables d’activer 

les neutrophiles et les monocytes in vivo (391), et induisent la maladie dans des modèles 

animaux (392). L’activation des neutrophiles par les ANCA, mais aussi par l’endothélium 

activé, conduit à un relargage de calprotectine qui est impliquée dans l’inflammation vasculaire 

conduisant à la génération de lésions endothéliales.  

 

Pepper et al. ont montré que l’absence de diminution de la calprotectine à 1 ou 6 mois après 

l’introduction d’un traitement d’induction de la rémission peut être un prédicteur utile de futures 

rechutes (393). Néanmoins, cette étude ne permettait pas de savoir si la calprotectine serait un 

biomarqueur prédictif de rechute au cours du traitement d’entretien de la VAA une fois la 

rémission clinique obtenue.  
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L’ensemble de ces observations a fait émerger la question de savoir si le suivi de la calprotectine 

pendant la phase d’entretien de la rémission permettait de prédire la dégradation de la fonction 

rénale et la rechute dans les VAA. 

 

Pour répondre à cette question scientifique, nous avons dosé la calprotectine sérique chez les 

patients ayant participé à l’essai thérapeutique multicentrique français MAINRITSAN 

(Maintenance of Remission using Rituximab in Systemic ANCA-associated Vasculitis), essai 

qui visait à montrer l’intérêt du rituximab (anti CD20) comparativement à l’azathioprine pour 

prévenir la rechute chez des patients en rémission après un traitement d’induction par 

cyclophosphamide. Cet essai a inclus des patients atteints de GPA, PAM et quelques VAA, 

avec une atteinte limitée au rein, qui étaient en rémission complète (Birmingham Vasculitis 

Activity Score (BVAS) de 0).   

 

Dans cet article ma contribution a été de :  

• Soumettre une demande auprès de l’unité en charge de l’essai thérapeutique 

MAINRITSAN afin de réaliser ce projet.  

• Participer de manière substantielle à la conception et au design de l'étude 

• Réaliser les analyses statistiques et contribuer substantiellement à l’analyse des 

données. 

• Rédiger l’article que j’ai soumis récemment à Rheumatology (impact factor 2020 

7.580, rang B).  

• Présenter ce travail lors d’une communication orale au Congrès de l’EULAR et de la 

Société Française de Rhumatologie en 2020. 

 

Dans cet article nous montrons que : 

• L’augmentation de la calprotectine à 6 mois de l’introduction d’un traitement de 

maintien de la rémission est associé à la survenue d’une détérioration de la fonction 

rénale dans l’année. 

• L’augmentation de la calprotectine à 6 mois est aussi associée à un risque de rechute 

mais uniquement chez les patients avec des anticorps anti-PR3 positifs. 

• L’évolution de la cinétique de la calprotectine au cours du temps est plus informative 

qu’un dosage effectué uniquement au moment de la rémission. 
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5.2. Article 3 : Serum calprotectin increase is associated with renal function decline 

during remission maintenance therapy in ANCA-associated vasculitides 
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Abstract  

Objective: To assess whether serum calprotectin level can predict renal function decline in 

ANCA-associated vasculitides (AAV) patients receiving maintenance therapy. 

Methods: Serum calprotectin levels were assessed at inclusion and month 6 in AAV patients, 

in complete remission after induction therapy, randomly assigned to rituximab or azathioprine 

to maintain remission. Renal function decline was defined as a 25% decrease in estimated 

Glomerular Filtration Rate (eGFR) and a change in the eGFR category, or a decrease of 15 

ml/min/1.73m2. Relapse was defined as a Birmingham Vasculitis Activity Score >0 attributable to 

active vasculitis.  Renal function decline and relapse were considered if occurring in the 12 

months following the calprotectin assay at month 6.  

Results: 76 patients were included. Serum calprotectin increased from baseline to month 6 in 

patients with renal function decline (7940 [-226.0, 28691] ng/mL, ratio M6/M0 2.86 [0.94, 

4.27]) and decreased in those without deterioration of renal function (-4800 [-18777, 3708] 

ng/mL, ratio M6/M0 0.57 [0.22, 1.78]; p<0.001). An increase of calprotectin level was 

associated with a higher risk of subsequent renal function decline even after adjustment for 

gender, baseline serum creatinine, and ANCA serotype (OR=7.8 (95% CI, 2.2-33.8, p=0.003). 

A significantly higher risk of relapse was observed in proteinase 3-ANCA AAV patients with 

an increase of serum calprotectin levels (OR=5.6 (95% CI, 1.0-31.2), p=0.03). 

Conclusion: An increase in serum calprotectin by month 6 compared to inclusion during 

remission-maintenance therapy in AAV was associated with a higher risk of renal function 

decline in the following 12 months. 
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Introduction 

Anti-neutrophil cytoplasm antibody (ANCA)-associated vasculitides (AAV) are severe 

diseases with life-threatening complications, including renal function worsening leading to end-

stage renal disease (ESRD). The prediction of relapse and complications in AAV patients 

remains a challenge. Proteinase 3 (PR3)-ANCA at diagnosis and persistent positive ANCA at 

the time of switching from induction to maintenance therapy are associated with a higher risk 

of relapse1, 2. The usefulness of monitoring ANCA titers as a marker of relapse remains 

controversial and a source of debate 3, 4. Renal relapse, creatine clearance at baseline, and 

proportion of normal glomeruli on kiney biopsy, contrary to proteinuria or clinical outcomes, 

predict ESRD in AAV patients 5, 6 7. However, renal relapse remains difficult to predict in AAV 

patients leading to the necessity to carefully monitor the renal function 5.  Discovering new 

predictive biomarkers of relapse could help physicians optimize maintenance therapy, 

especially its duration, avoiding unnecessary over-treatment and side effects and preventing 

relapses and life-threatening events through an adapted and personalized therapeutic strategy.   

 

Calprotectin (protein S100A8/A9) is an alarmin intensely released by neutrophils and 

macrophages during inflammation. It amplifies inflammation by activating Toll-like receptor 4 

(TLR4) 8,9 and advanced glycation end-products receptor leading to endothelial and mesangial 

cell damages in the kidney 10, 11. Calprotectin correlates with disease activity and severe 

outcomes in multiple inflammatory disorders such as chronic inflammatory rheumatic diseases9 

and more recently in SARS-CoV-2 infection12, 13. Elevated urinary level of calprotectin in the 

general population allows to distinguish with a very high accuracy intrinsic acute kidney injury 

(AKI) from pre-renal AKI 14.  

 

In AAV patients, calprotectin is highly expressed in serum, on neutrophils and monocytes cell 

surface, and in active glomerular lesion 15 independently of renal function 15, 16. An increase of 

calprotectin in patients with active AAV receiving induction of remission therapy by 

cyclophosphamide or rituximab identified patients with a higher risk of relapse 17. There is 

currently scarce knowledge about the usefulness of the monitoring of serum calprotectin during 

remission maintenance therapy. A previous study failed to demonstrate that serum calprotectin 

is a predictor of relapse during the remission phase 16. However, it suggested that it could be a 

biomarker of renal prognosis, but the limited number of patients included did not allow to draw 

strong conclusions 16. 
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We propose in this study to assess the predictive value of serum calprotectin in a large cohort 

of AAV patients in remission. Since calprotectin plays a role in the development of 

glomerulonephritis and reflects the severity of the inflammatory process, we hypothesized that 

serum calprotectin changes in AAV patients in remission could be associated with renal 

function decline and relapse in the following 12 months. 

  

 

Patients and Methods 

Study design and patients 

The Maintenance of Remission using Rituximab in Systemic ANCA-associated Vasculitis 

(MAINRITSAN) trial design details have been reported previously 18. Briefly, calprotectin 

assays were performed in patients with granulomatosis with polyangiitis (GPA), microscopic 

polyangiitis (MPA), or renal-limited ANCA-associated vasculitis, in complete remission 

(Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) of 0) after induction therapy with 

cyclophosphamide and included in the multicenter, randomized, open-label MAINRITSAN 

trial (ClinicalTrials.gov number: NCT00748644; EudraCT number: 2008-002846-51). After 

inclusion, patients were randomized to either receive rituximab (RTX) or azathioprine (AZA) 

to maintain remission, during 18 and 22 months, respectively.   

To compare the serum calprotectin levels during remission phase in AAV patients to another 

chronic inflammatory rheumatic disease, we assessed serum calprotectin levels in patients 

included in Spacing of TNF-blocker injections in Rheumatoid ArthritiS Study (STRASS, 

ClinicalTrials.gov number: NCT00780793, CPP Ile de France VI; IRB authorization no. 100-

07)19. Briefly, STRASS study is an 18-months equivalence multicenter randomized controlled 

trial which compared two therapeutic strategies (maintenance or spacing of biologic disease-

modifying anti-rheumatic drugs) in patients with established rheumatoid arthritis (RA) 

according to 1987 American College of Rheumatology classification criteria.  RA patients were 

in clinical remission according to a Disease Activity Score 28 ≤2.6 for at least 6 months with 

stable dosage stable dosage of anti-TNF drugs for at least 6 months.  

 

Serum Calprotectin assessment  
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Sera from AAV patients were prospectively collected at inclusion (month 0, i.e. on achievement 

of remission) and month 6 after initiation of maintenance therapy and stored in aliquots at -

80°C at the Cochin Hospital (Paris, France). Baseline sera from RA patients in remission were 

prospectively collected from September 2008 to January 2011 and stored in aliquots at -80°C 

in the Biological Center at Assistance Publique Hopitaux de Paris (APHP). Calprotectin serum 

concentrations were assessed with an In Vitro Diagnostic (IVD) enzyme-linked immunosorbent 

(ELISA) assay kit according to the manufacturer’s method (IDK® Calprotectin ELISA kit 

K6935, Immunodiagnostik). The serum calprotectin assay was centralized and performed by 

the same technician. In order, to study a homogeneous population, we decided to include only 

AAV patients with a serum sample available both at inclusion and month 6.  

Study parameters 

Significant renal function decline was based on the National Institute for Health and Care 

Excellence (NICE) 2015 guideline definition as (i) a decrease in estimated Glomerular 

Filtration Rate (eGFR) 25% and a change in eGFR category or (ii) a decrease in eGFR 15 

ml/min/1.73m2 occurring during the follow-up20. Serum creatinine levels were assessed every 

3 months and eGFR was calculated using the MDRD equation.  Relapse was defined as the 

reappearance or worsening of manifestations attributable to active vasculitis (BVAS >0) and (i) 

involvement of at least one major organ, a life-threatening manifestation or both (major 

relapse), or (ii) reappearance or worsening of manifestations attributable to active vasculitis, 

not corresponding to a major relapse but requiring mild treatment intensification (minor 

relapse). A calprotectin ratio (calprotectin M6/M0 ratio) was calculated by dividing the 

calprotectin level at month 6 (M6) by the calprotectin level at inclusion (M0). The calprotectin 

difference was calculated by subtracting the calprotectin level at month 6 (M6) by the 

calprotectin level at inclusion (M0).   An increase in calprotectin level was defined as a 

calprotectin M6/M0 ratio >1. Relapse and significant renal function decline were retained if 

occurring between M6 and M18 of follow-up. The following data were collected at inclusion 

and used in this study: age, gender, disease status (newly diagnosed vs. relapse), AAV clinical 

phenotype (GPA vs. MPA), ANCA subtype (PR3 vs. MPO), ANCA evolution after induction 

of remission, maintenance treatment (RTX vs. AZA), neutrophil count, C-reactive protein 

(CRP) level, dose of prednisone, eGFR and Vasculitis Damage Index (VDI). 

Objectives 
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The primary objective was to evaluate if serum calprotectin level variation during maintenance 

therapy was associated with renal function decline within the following 12 months. 

Secondary objectives were (i) to determine if calprotectin level could predict relapse within the 

12 months follow-up and (ii) to assess whether calprotectin levels correlated with inflammatory 

parameters. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using R software version 3.5.1 and GraphPad Prism 9.0.0 

(GraphPad Software, San Diego, USA). Mann-Whitney tests and t-tests were used, 

respectively, to compare two groups with non-normally or normally distributed data. The 

D’Agostino-Pearson test was used to determine the normal distribution of data. Continuous 

variables were expressed as mean ± standard deviation (SD) for normally distributed or median 

and interquartile range (IQR) for non-normally variables. Correlations between calprotectin 

level and neutrophil count, CRP level, VDI, eGFR, and age were assessed with non-parametric 

Spearman’s correlation tests (rs). Calprotectin variation and risk of renal function decline and 

relapse were investigated using (i) Kaplan-Meier survival analysis and the Gehan-Beslow-

Wilcoxon test, (ii) odds ratio (OR) calculation and chi-square test. The dichotomization of 

M6/M0 calprotectin ratio was considered; OR were plotted as a function of ratio cut-off.  Age, 

sex, disease status, ANCA-associated vasculitis type (GPA vs. MPA), serum creatine at 

inclusion, CRP at inclusion, PR3-ANCA status at disease flare-up, ANCA evolution after 

induction of remission and maintenance remission treatment type, and an increase of 

calprotectin were evaluated as potential factors predictive of renal function deterioration using 

univariate logistic regression analysis. Variables with significant results in univariate analysis 

were selected for multivariate analysis. Moreover, PR3-ANCA status and serum creatinine, two 

factors known as relevant in the literature1, were also added in the multivariate model. 

Multivariate logistic regression was performed to build the final combined model. A p-value 

<0.05 was considered significant.  
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Results 

 

Baseline characteristics 

Out of the 115 patients included between October 2008 and June 2010 in the MAINRITSAN 

trial, 76 patients included had serum samples available for calprotectin determination at both 

inclusion and month 6 and were included in the present study. Mean age of patients was 

55.7±13.1 years, 50% were female and 69.8% had GPA. Mean eGFR was 64.5±31.8 

mL/min/1.73m2 and 22 patients (28.9%) had moderately to severely decrease of eGFR (eGFR 

<45 ml/min/1.73m2) at inclusion. Considering baseline patient characteristics, included patients 

differed significantly from those not included only for AAV clinical phenotype (p=0.04). 

Baseline characteristics of AAV patients are described in Table 1.  

 

Serum calprotectin level in AAV patients in remission 

Median serum calprotectin level was similar at month 0 and month 6 (median [IQR], 11250 

[5498-26475] vs. 10450 [3700-31525] ng/mL; p=0.53). Patients with positive ANCA at 

inclusion had similar levels of calprotectin compared to ANCA-negative patients (9411 [4285-

24725] vs. 13000 [5928-28250] ng/mL; p=0.49). Serum calprotectin at inclusion was associated 

with higher neutrophil counts (rs=0.25, p=0.03), higher CRP level (rs=0.27, p=0.03) but not 

with gender, age, disease status (newly diagnosed vs. relapse), AAV clinical phenotype (GPA 

vs. MPA), ANCA serotype (PR3 vs. MPO), maintenance treatment (RTX vs. AZA) and VDI. 

 

Serum calprotectin levels obtained from AAV patients in remission (at inclusion) were 

compared to RA patients in remission (n=133). Whereas AAV and RA patients were in 

remission, AAV patients demonstrated a serum calprotectin level approximately nine times 

higher than RA patients (median [IQR], 11250 [5498-26475] vs. 1271 [822.5-1945] ng/mL; 

p<0.0001) (Figure 1). 

 

Serum calprotectin variation at month 6 and renal function decline 

Among 76 patients with a calprotectin dosage at both inclusion and month 6, 19 patients 

(25.0%) (12 in the AZA group and 7 in the RTX arm, including 15 PR3-ANCA patients) 

developed significant renal function decline between month 6 and month 18. The baseline 

calprotectin level was significantly lower in patients developing significant renal function 

decline (5283 [3406, 12100] vs. 14500 [7067, 33300] ng/mL, p=0.002). In contrast, the serum 

calprotectin level at month 6 was not different. Calprotectin increased from baseline to month 
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6 in patients with renal function decline (7940 [-226.0, 28691] ng/mL, calprotectin ratio 

M6/M0: 2.86 [0.94, 4.27]) and decreased in those without deterioration of renal function (-4800 

[-18777, 3708] ng/mL, calprotectin ratio M6/M0: 0.57 [0.22, 1.78]; p<0.001) between month 6 

and month 18 (Figure 2A). An increase in serum calprotectin during the first 6 months of 

maintenance therapy, observed in 33 patients (43.4%), predicted a significant deterioration of 

renal function within the following 12 months (OR = 5.60 (95% CI, 1.8-17.9; p=0.002) (Figure 

2B). After adjustment on potential confounding factors (serum creatinine, gender, and ANCA 

serotype), calprotectin level increase was a factor independently associated with subsequent 

renal function decline (OR=7.8 (95% CI, 2.2-33.8; p=0.003) (Table 2). The area under the ROC 

curve for predicting renal function worsening using calprotectin ratio M6/M0 was 0.77 (95% 

CI 0.66-0.88, p<0.001). After determining the optimal cut-off for calprotectin ratio M6/M0 at 

2.07 using the Younden index, sensitivity was 68.4% (95% CI: 46.0-84.6), specificity 79.0% 

(95% CI: 66.7-87.5), positive predictive values (PPV) 52.0% (95% CI: 31.8-71.7), negative 

predictive values (NPV) 88.2% (95% CI: 75.4-95.1), positive likelihood ratio (LR+) of 3.3 

(95% CI: 1.8-5.9) and negative likelihood ratio (LR-) of 0.4 (95% CI: 0.2-0.8) (Figure 2C). A 

calprotectin M6/M0 ratio above 1.82 was the optimal cut-off of calprotectin ratio to predict 

subsequent renal function decline (OR=8.1 (95% CI, 2.6-25.9) p<0.001).   Since identifying 

patients with a high risk of renal function worsening during remission maintenance therapy is 

relevant, we also examined a pragmatic cutoff determined as the 75th percentile of calprotectin 

ratio M6/M0 (ratio of 2.9) observed in our population to maximize the specificity of the test. 

Calprotectin change levels were 82.5% (70.6–90.2%) specific for renal function decline with 

this cut-off. Serum calprotectin variation at month 6 was independent of age, gender, disease 

status (newly diagnosed vs. relapse), AAV clinical phenotype (GPA vs. MPA), ANCA serotype 

(PR3 vs. MPO), increased CRP, and maintenance treatment used (RTX vs. AZA). Calprotectin 

level was not correlated with eGFR and was not significantly different in patients with 

hematuria. 

 

Serum calprotectin variation by month 6 and risk of relapse 

Ten patients (13.1%) (7 in the AZA group and 3 in the RTX arm, including 8 PR3-ANCA 

patients) experienced a relapse within the first 18 months of follow-up. The serum calprotectin 

level at baseline and month 6 was not significantly different between relapsing patients and 

those without relapse. 

Serum calprotectin level increased from inclusion to month 6 in relapsing patients (5578 [-3402, 

46338] ng/mL), whereas a decline was observed in patients without subsequent relapse (-3100 
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[-14975, 7594] ng/mL, p=0.04) (Figure 3A). Calprotectin ratio M6/M0 tended to be increased 

in relapsing patients (2.2 [0.45, 6.3] vs. 0.71 [0.23, 2.6], p=0.08).  An increase in serum 

calprotectin, occurred in 33 patients (33/76, 43.4%), had a tendency to be associated in the 

whole study population (OR = 3.6 (95% CI, 0.9-15.1), p=0.07) with relapse and was statistically 

associated in AAV patients with PR3-ANCA (OR=5.6 (95% CI, 1.0-31.2, p=0.03)). A 

calprotectin M6/M0 ratio above 1.14 was the optimal cut-off of calprotectin increase to predict 

subsequent relapse in the whole study group (OR=4.1 (95% CI, 1.0-15.9) p=0.04). The area 

under the ROC curve of calprotectin ratio M6/M0 was 0.67 (p=0.08) to predict relapse. 

  

Discussion  

The present study shows that an increase in serum calprotectin during the first 6 months 

following the initiation of maintenance therapy in AAV patients identifies patients at risk of 

subsequent renal function deterioration and relapse within the following 12 months.  

Pepper et al. demonstrated that an increase in serum calprotectin at 2 or 6 months, compared to 

baseline, in active PR3-ANCA patients treated with rituximab for induction of remission is 

associated with a higher risk of relapse during 18 months of follow-up, whereas a single 

calprotectin dosage did not predict subsequent relapse 17. In contrast, a previous small study 

including 27 patients in persistent remission failed to demonstrate that serum calprotectin 

dosage identified patients that relapsed during 24 months of follow-up 16. Here, on a larger 

population, we show that calprotectin variation may predict the risk of subsequent relapse in 

PR3-ANCA patients.   

Martinez Valenzuela et al. showed that during remission, serum calprotectin at inclusion was 

significantly higher in AAV patients with subsequent eGFR decrease and failed to predict 

relapse, which contrasts with our findings 16. In this study, the definition of eGFR worsening 

was less stringent, since a decrease >2 mL/min/year (compared to a physiological eGFR loss 

of 1 mL/min/year) was sufficient to determine renal function decline. A small variation in eGFR 

could be explained by analytical and within-subject biological variability. A recent study 

suggests that a decrease of eGFR by 13.1% could be considered as a clinically relevant renal 

function deterioration21. Therefore, we decided to use a stringent definition of renal function 

decline following the NICE 2015 guideline. Importantly, serum calprotectin was not correlated 

with renal function as previously described16, allowing the use of this biomarker in AAV 

patients with renal impairment.   

In our study, the serum calprotectin level was independent of ANCA status suggesting that 

calprotectin could be useful in addition to ANCA to predict the subsequent risk of relapse 3. As 
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in the active phase of the disease 17, calprotectin levels correlated with inflammatory parameters 

such as neutrophil count and CRP level in AAV patients in remission. Calprotectin level 

remains high in AAV patients compared to RA, another autoimmune disease characterized by 

exaggerated neutrophil activation, even if remission is obtained22. The difference in calprotectin 

level observed could be explained by a lower level of neutrophil activation in RA during 

remission or by the fact that the calprotectin excretion occurs in an extra-vascular site, the 

synovial membrane in RA.  CRP is a widely-used biomarker to assess disease activity in AAV, 

but its predictive value for relapse is limited since its elevation remains very acute. In contrast, 

the CRP level during remission does not predict relapse in GPA patients 23 which tempered its 

interest during AAV monitoring. Calprotectin seems to reflect the subclinical inflammation 

occurring during the remission phase and leading to AAV relapse and renal damage.  

C5a receptor inhibitor, avocapan, by blocking neutrophil activation and chemoattraction, 

induced remission and improve kidney function in AAV patients 24. The complement 

component C5a mediates the release of calprotectin from neutrophils and induced 

glomerulonephritis in an animal model 25, 26. Calprotectin could be an interesting candidate 

biomarker of neutrophil activation for monitoring the efficiency of avocapan treatment.  

 

The major strength of our study is to assess for the first-time serum calprotectin in a large cohort 

of AAV patients in remission in the RTX era. Also, in contrast with previous studies, we used 

a stringent definition of renal function decline. The limitation of this study includes a small 

number of relapses resulting in a loss of statistical power with a risk of overfitting when 

multivariate logistic regression was used.  

 

Overall, an increase in serum calprotectin at month 6 after initiation of maintenance therapy 

was independently associated with a risk of subsequent renal function decline and relapse in 

PR3-AAV patients in the following 12 months.  Serum calprotectin reflects the subclinical 

inflammation occurring during remission and could represent an interesting biomarker to 

predict subsequent renal function deterioration and relapses during maintenance therapy. These 

results must be confirmed in a future prospective study.



 

179 

 

References 

1. Walsh M, Flossmann O, Berden A, et al. Risk factors for relapse of antineutrophil 

cytoplasmic antibody-associated vasculitis. Arthritis Rheum 2012; 64: 542-548. 

2. Morgan MD, Szeto M, Walsh M, et al. Negative anti-neutrophil cytoplasm antibody at 

switch to maintenance therapy is associated with a reduced risk of relapse. Arthritis Res 

Ther 2017; 19: 129. 

3. Tomasson G, Grayson PC, Mahr AD, et al. Value of ANCA measurements during 

remission to predict a relapse of ANCA-associated vasculitis--a meta-analysis. 

Rheumatology (Oxford, England) 2012; 51: 100-109. 

4. Charles P, Terrier B, Perrodeau É, et al. Comparison of individually tailored versus 

fixed-schedule rituximab regimen to maintain ANCA-associated vasculitis remission: 

results of a multicentre, randomised controlled, phase III trial (MAINRITSAN2). Ann 

Rheum Dis 2018; 77: 1143-1149. 

5. Wester Trejo MAC, Floßmann O, Westman KW, et al. Renal relapse in antineutrophil 

cytoplasmic autoantibody-associated vasculitis: unpredictable, but predictive of renal 

outcome. Rheumatology (Oxford, England) 2019; 58: 103-109. 

6. Slot MC, Tervaert JW, Franssen CF, et al. Renal survival and prognostic factors in 

patients with PR3-ANCA associated vasculitis with renal involvement. Kidney 

international 2003; 63: 670-677. 

7. Brix SR, Noriega M, Tennstedt P, et al. Development and validation of a renal risk score 

in ANCA-associated glomerulonephritis. Kidney international 2018; 94: 1177-1188. 

8. Vogl T, Tenbrock K, Ludwig S, et al. Mrp8 and Mrp14 are endogenous activators of 

Toll-like receptor 4, promoting lethal, endotoxin-induced shock. Nat Med 2007; 13: 

1042-1049. 

9. Romand X, Bernardy C, Nguyen MVC, et al. Systemic calprotectin and chronic 

inflammatory rheumatic diseases. Joint Bone Spine 2019; 86: 691-698. 

10. Viemann D, Barczyk K, Vogl T, et al. MRP8/MRP14 impairs endothelial integrity and 

induces a caspase-dependent and -independent cell death program. Blood 2007; 109: 

2453-2460. 

11. Pepper RJ, Wang HH, Rajakaruna GK, et al. S100A8/A9 (calprotectin) is critical for 

development of glomerulonephritis and promotes inflammatory leukocyte-renal cell 

interactions. Am J Pathol 2015; 185: 1264-1274. 

12. Shi H, Zuo Y, Yalavarthi S, et al. Neutrophil calprotectin identifies severe pulmonary 

disease in COVID-19. J Leukoc Biol 2021; 109: 67-72. 

13. Silvin A, Chapuis N, Dunsmore G, et al. Elevated Calprotectin and Abnormal Myeloid 

Cell Subsets Discriminate Severe from Mild COVID-19. Cell 2020; 182: 1401-1418 

e1418. 

14. Schrezenmeier EV, Barasch J, Budde K, et al. Biomarkers in acute kidney injury - 

pathophysiological basis and clinical performance. Acta Physiol (Oxf) 2017; 219: 554-

572. 



 

180 

 

15. Pepper RJ, Hamour S, Chavele KM, et al. Leukocyte and serum S100A8/S100A9 

expression reflects disease activity in ANCA-associated vasculitis and 

glomerulonephritis. Kidney international 2013; 83: 1150-1158. 

 

16. Martinez Valenzuela L, Draibe J, Quero Ramos M, et al. Calprotectin as a smoldering 

activity detection tool and renal prognosis biomarker in ANCA associated vasculitis. 

PLoS One 2018; 13: e0205982. 

17. Pepper RJ, Draibe JB, Caplin B, et al. Association of Serum Calprotectin (S100A8/A9) 

Level With Disease Relapse in Proteinase 3-Antineutrophil Cytoplasmic Antibody-

Associated Vasculitis. Arthritis & rheumatology (Hoboken, NJ) 2017; 69: 185-193. 

18. Guillevin L, Pagnoux C, Karras A, et al. Rituximab versus azathioprine for maintenance 

in ANCA-associated vasculitis. The New England journal of medicine 2014; 371: 1771-

1780. 

19. Fautrel B, Pham T, Alfaiate T, et al. Step-down strategy of spacing TNF-blocker 

injections for established rheumatoid arthritis in remission: results of the multicentre 

non-inferiority randomised open-label controlled trial (STRASS: Spacing of TNF-

blocker injections in Rheumatoid ArthritiS Study). Ann Rheum Dis 2016; 75: 59-67. 

20. National Institute for Health and Care Excellence: Chronic kidney disease in adults: 

assessment and management. In, 2015 

21. Rowe C, Sitch AJ, Barratt J, et al. Biological variation of measured and estimated 

glomerular filtration rate in patients with chronic kidney disease. Kidney international 

2019; 96: 429-435. 

22. Bach M, Moon J, Moore R, et al. A Neutrophil Activation Biomarker Panel in Prognosis 

and Monitoring of Patients With Rheumatoid Arthritis. Arthritis & rheumatology 

(Hoboken, NJ) 2020; 72: 47-56. 

23. Kalsch AI, Csernok E, Munch D, et al. Use of highly sensitive C-reactive protein for 

followup of Wegener's granulomatosis. J Rheumatol 2010; 37: 2319-2325. 

24. Jayne DRW, Merkel PA, Schall TJ, et al. Avacopan for the Treatment of ANCA-

Associated Vasculitis. The New England journal of medicine 2021; 384: 599-609. 

25. Hetland G, Talgo GJ, Fagerhol MK. Chemotaxins C5a and fMLP induce release of 

calprotectin (leucocyte L1 protein) from polymorphonuclear cells in vitro. Mol Pathol 

1998; 51: 143-148. 

26. Xiao H, Dairaghi DJ, Powers JP, et al. C5a receptor (CD88) blockade protects against 

MPO-ANCA GN. Journal of the American Society of Nephrology : JASN 2014; 25: 

225-231. 

 

 



 

181 

 

Table 1. Baseline characteristics of ANCA-associated vasculitis patients from the MAINRITSAN 

trial eligible for this study.  

Patient characteristics All patients 

n=76 

GFR decline* 

n=19 

no GFR decline* 

n=57 

p-value 

Age (years) 55.7 (13.1) 55.0 (11.0) 56.0 (13.8) 0.8 

Female (n (%)) 38 (50.0) 14 (73.7) 24 (42.1) 0.02 

Granulomatosis with polyangiitis (n (%)) 53 (69.8) 15 (78.9) 38 (66.7) 0.3 

Microscopic polyangiitis (n (%)) 19 (25.0) 3 (15.8) 16 (28.1) 0.3 

Renal-limited ANCA-associated vasculitis 

(n (%)) 

4 (5.2) 1 (5.3) 3 (5.3) 1.0 

Disease status: newly diagnosed (n (%)) 57 (75.0) 15 (78.9) 42 (73.7) 0.6 

ANCA-positivity at inclusion (n (%)) 50 (65.8) 12 (63.2) 32 (56.1) 0.6 

C-reactive protein (mg/L)* 2.5 [1.0 ; 5.0] 2.7 [1.0 ; 5.2] 2.3 [1.0 ; 5.0] 0.7 

C-reactive protein elevated (n (%)* 16 (21.1) 5 (27.8) 11 (19.7) 0.5 

Serum calprotectin at inclusion (ng/mL) 11250 [5498; 26475] 5283 [3406; 12100] 14500[7067; 33300] 0.002 

Serum calprotectin at month 6 (ng/mL) 10450 [3700; 31525] 18000 [4574; 39600] 7148 [3058; 27500] 0.2 

estimated Glomerular Filtration Rate 

(mL/min/1.73m2) 

64.5 (31.8) 75.9 (40.3) 60.7 (27.7)  0.07 

Prednisone (mg/day) 17.0 [12.5; 20.0] 15.0 [13.0; 17.5] 20.0 [12.5; 20.0] 0.5 

Rituximab remission-treatment (n (%)) 37 (48.7) 7 (36.9) 30 (52.6) 0.2 

Neutrophil count (109/L)** 5.3 [3.7; 7.9] 5.5 [2.8; 9.3] 5.3 [4.0; 7.4] 0.8 

Vascular Disease Index  2 [1; 3] 2.0 [1; 3] 2.0 [1; 3] 1.0 

GFR: Glomerular filtration rate, ANCA: Anti-neutrophil cytoplasm antibody ,*C-reactive protein was missing for 

2 patients, **Neutrophil count was missing for 3 patients. Normally distributed continuous data were described as 

mean (standard deviation) and non-normally distributed variables as median [Q1; Q3]. t-test and Mann-Whitney 

U test for continuous data and Chi-square test for dichotomous data were used. 
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Figure 1. Serum calprotectin levels in ANCA-associated vasculitis patient and rheumatoid 

arthritis patients in remission. 

The level of serum calprotectin in ANCA-associated vasculitis (AAV) patients in remission from the 

MAINRITSAN trial and in patient with rheumatoid arthritis (RA) in disease remission from the STRASS trial.  

Mann Whitney U test, ****p<0.0001. 
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Figure 2. Serum calprotectin change predicting renal function decline in ANCA associated 

vasculitides (AAV) patients.  

Calprotectin ratio M6/M0 in AAV patients (A) with renal function decline (decline estimated glomerular filtration 

rate (eGFR)) or not (stable eGFR) between month 6 and month 18. Data are shown as median with interquartile 

range. Mann-Whitney U test, ***p<0.001. Kaplan-Meier survival curves of AAV patients (B) with an increase in 

serum calprotectin at month 6 (solid line) or not (dotted line) remaining without eGFR decline (GFR decline-free) 

between month 6 and month 18. The time is the number of months without the occurrence of renal function decline 

during 18 months of follow-up. A Gehan-Beslow-Wilcoxon test was performed. Receiver operating characteristic 

(ROC) curves of the predictive value of eGFR decline of calprotectin ratio M6/M0 (C).    
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Variables at inclusion OR (95% CI)  P values 

Univariate analysis   

Age (≤50 years) 1.40 (0.46 to 4.85)  0.6 

Female (vs. Male) 3.85 (1.28 to 13.26)  0.02 

Newly diagnosed (vs. Relapsing) 1.34 (0.41 to 5.26)  0.7 

GPA (vs. MPA or renal-limited vasculitis) 1.88 (0.58 to 7.27)  0.3 

Serum creatinine > 200 µmol/L at inclusion 1.70 (0.33 to 7,3)  0.5 

CRP > 5 mg/L at inclusion 1.57 (0.43 to 5.22)  0.5 

PR3-ANCA (vs. MPO-ANCA or no ANCA) 2.19 (0.69 to 8.45)  0.2 

Induction to remission ANCA evolution 

(persistence vs. disappearance) 

1.34 (0.47 to 4.07) 

 

 0.6 

Azathioprine (vs. Rituximab) 1.90 (0.67 to 5.78)  0.2 

Calprotectin increase  5.60 (1.85 to 19.5)  0.004 

Multivariate analysis    

Calprotectin increase 7.78 (2.21 to 33.85)  0.003 

Female 4.27 (1.22 to 17.42)   0.03 

Serum creatinine 0.99 (0.98 to 1.00)  0.6 

PR3-ANCA 2.58 (0.57 to 13.50)  0.3 

 
Table 2. Univariate and multivariate analysis of predictive factors of significant renal function 

decline in ANCA associated vasculitides (AAV) patients. 

ANCA: Anti-neutrophil cytoplasm antibodies, GPA: granulomatosis with polyangiitis, MPA: microscopic 

polyangiitis, PR3: proteinase 3, MPO: myeloperoxidase. Logistic regression models were applied for univariate 

and multivariate analysis.  Calprotectin increase, female gender, serum creatine, PR3-ANCA were included in the 

multivariate model. 
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Figure 3. Serum calprotectin change in ANCA associated vasculitides (AAV) patients and risk of 

relapse. 

Calprotectin ratio M6/M0 in AAV patient (A) relapsing or not between month 6 and month 18. Data are shown as 

median with interquartile range. Mann-Whitney U test. Kaplan-Meier survival curves of AAV patients (B) with 

an increase in serum calprotectin at month 6 (solid line) or not (dotted line) remaining relapse-free between month 

6 and month 18. The time is the number of months of remission during 18 months of follow-up.  A Gehan-Beslow-

Wilcoxon test was performed. Receiver operating characteristic (ROC) curves of the predictive value of relapse 

of serum calprotectin ratio M6/M0 (C).  
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Supplementary figure 1 
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CHAPITRE 3 :     PRISE EN CHARGE OPTIMISEE DES 

SPONDYLOARTHRITES EN PRATIQUE CLINIQUE 

 

6. Dépistage systématique des atteintes cardiaques dans les 

spondyloarthrites axiales 

6.1. Introduction 

Les maladies cardiovasculaires sont des manifestations extra-articulaires des SpA. Il s’agit 

d’ailleurs de la principale cause de mortalité dans cette population (13-15). La prévalence de 

l’insuffisance cardiaque, de l’ischémie myocardique, des artériopathies périphériques et des 

accidents vasculaires cérébraux sont augmentés dans la SA (12). Les facteurs de risques 

cardiovasculaires traditionnels n’expliquent qu’en partie l’augmentation du risque 

cardiovasculaire (16). De plus, des valvulopathies aortiques responsables d’insuffisance 

aortique, des aortites et des troubles de la conduction cardiaque sont rapportés dans la SA (39). 

L’EULAR a proposé un ensemble de variables à recueillir systématiquement au moment du 

diagnostic et au cours du suivi des rhumatismes inflammatoires chroniques pour prendre en 

charge le risque de maladie cardiovasculaire (394). Bien que le lien entre les SpA axiales et les 

maladies cardiovasculaires est reconnu, la prévalence des valvulopathies et de la dysfonction 

systolique et diastolique du ventricule gauche diffère dans la littérature. Au vu de 

l’augmentation du risque d’insuffisance cardiaque observé dans la SA, la question d’inclure 

une échocardiographie trans-thoracique dans le bilan initial des SpA pourrait se discuter. 

Néanmoins, la prévalence des valvulopathies et de la dysfonction systolique et diastolique du 

ventricule gauche chez les patients atteints de SpA axiale sans antécédents de maladie 

cardiovasculaire diffère dans la littérature. L’intérêt ou non du dépistage des valvulopathies et 

de l’insuffisance cardiaque par la réalisation d’une échographie trans-thoracique systématique 

n’est pas évoqué dans les recommandations européennes ou françaises (35, 36). Afin de 

répondre à cette question, j’ai conduit un travail de méta-analyse visant à évaluer la prévalence 

de la dysfonction systolique et diastolique et des valvulopathies dans la SA, sans antécédent 

connu de maladie cardio-vasculaire. 

 

Ce travail a été soumis à Joint Bone Spine (impact factor 2020 : 4.9, rang C) et est actuellement 

en révision. 

Dans cet article ma contribution a été de :  

• Participer de manière substantielle à la conception et au design de l'étude 
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• Mener le travail de revue systématique de la littérature en sélectionnant les article dans 

la littérature et en procédant à l’extraction des données. Ce travail a été fait en 

collaboration avec le Dr. Fanny Adeline comme le nécessite cette méthodologie.  

• Réaliser les analyses statistiques et participer substantiellement à l’analyse des données. 

• Co-écrire l’article avec le Dr. Fanny Adeline. Ce travail a été présenté pour l’obtention 

de sa thèse de médecine le 15/04/2021, thèse que j’ai encadrée en tant que directeur de 

thèse.   

 

Nous montrons dans ce travail que : 

• La prévalence des valvulopathies détectées par échocardiographie trans thoracique chez 

les SpA axiale sans antécédent cardiovasculaire est comparable à celle observée chez 

des sujets sains. 

• Il existe une altération significative des paramètres d’évaluation de la fonction 

diastolique du ventricule gauche, suggérant une dysfonction diastolique dans la SpA 

axiale. 

• Néanmoins, il est nécessaire d’effectuer d’autres études en utilisant une définition plus 

rigoureuse de la dysfonction diastolique du ventricule gauche afin de pouvoir conclure 

avec certitude. 

 

6.2. Article 4 : Systematic assessment of heart valves and cardiac function by 

echocardiography in axial spondyloarthritis: a systematic review and meta-analysis 
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HIGHLIGHTS 

 

• Prevalence of valvular heart diseases in ax-SpA is comparable to healthy subjects. 

• Ax-SpA have impaired TTE parameters suggestive of diastolic dysfunction.  

• Use of stringent definition of diastolic dysfunction is needed for future research. 

 

ABSTRACT 

 

Objectives: Axial Spondyloarthritis (ax-SpA) is associated with increased risk of 

cardiovascular disease (CVD)-specific deaths. We aimed to assess the prevalence of left 

ventricular (LV) systolic and diastolic dysfunction and valvular heart disease (VHD) by 

transthoracic echocardiography (TTE) in ax-SpA patients without history of CVD.  

Methods: A systematic literature review was performed in PUBMED, Embase, Cochrane 

Library databases published before April 2020. We included all controlled studies assessing 

myocardial function and heart valve by TTE in ax-SpA without history of CVD. A meta-

analysis was performed with random or fixed effects model estimating mean differences (MD) 

and odds ratio (OR). 

Results: Literature search selected 189 abstracts and 28 articles were included (1,471 ax-SpA 

and 1,115 controls). ax-SpA had a statistically slight alteration of LV ejection fraction 

(MD=0.64%, 95%CI:0.14-1.14). ax-SpA had more frequently LV diastolic dysfunction 

(OR=3.43, 95%CI:1.78-6.59) and an alteration of E/A ratio (MD=0.15, 95%CI:0.08-0.21), 

deceleration time (MD=13.07ms, 95%CI:7.75-18.40), isovolumetric relaxation time 

(MD=7.90ms, 95%CI:4.50-11.30), left-ventricular end diastolic (MD=0.57mm, 95%CI:0.19-

0.95) and systolic (MD=0.77mm, 95%CI:0.36-1.17) diameters. Three studies (15%) used a 

combination of TTE parameters to diagnose LV diastolic dysfunction.  Prevalence of mitral 

regurgitation and aortic regurgitation were similar in ax-SpA patients and healthy individuals. 

Conclusion: ax-SpA have a non-clinically relevant alteration of LV ejection fraction and 

similar prevalence of VHD compared to healthy individuals. LV diastolic TTE parameters are 

altered in ax-SpA. However, most studies do not combine set of parameters to recognize 

diastolic dysfunction. The clinical relevance of diastolic dysfunction observed by TTE remains 

to be determined in future longitudinal studies. 

 

Keywords: spondyloarthritis, echocardiography, valvular disease, cardiac insufficiency 
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INTRODUCTION 

 

Axial spondyloarthritis (ax-SpA) is a chronic inflammatory rheumatic disease that primarily 

affects the axial skeleton.  Extra-articular manifestations (EAM), such as uveitis, inflammatory 

bowel disease and psoriasis, are frequently observed in ax-SpA [1, 2] and should be considered 

in the treatment strategy [3, 4].  

Cardiovascular diseases (CVD), another EAM, are the leading cause of increased mortality in 

ax-SpA patients [5]. Ankylosing spondylitis patients display, respectively, a 60% and 36% 

enhanced risk of myocardial infarction [6] and CVD specific death compared to the general 

population [7]. The traditional CVD risk factors alone fail to explain the increased risk observed 

[8]. Increasing evidence suggests that the low-grade inflammation occurring in ax-SpA 

contributes to the development of endothelial dysfunction, atherosclerosis lesions and heart 

valve damage that can lead to myocardial dysfunction and severe valvular regurgitation 

requiring surgical replacement [9-12].  

European League Against Rheumatism (EULAR) proposed a systematic core set of variables 

to be collected at the diagnosis and during the follow-up for optimal management of ax-SpA in 

daily practice, including an annual cardiovascular risk assessment [3, 13]. While the link 

between ax-SpA and CVD is recognized, the prevalence of valvular heart disease (VHD), 

systolic and diastolic dysfunction (DD) in ax-SpA is highly variable in the literature. The role 

of trans-thoracic echocardiography (TTE) to detect myocardial dysfunction and VHD in ax-

SpA patients without history of CVD is not mentioned in the EULAR recommendation. An 

American College of Rheumatology’s research group published guidelines for the management 

of ax-SpA excluding the assessment of myocardial and valvular function with TTE. They 

claimed that this exam may cause unnecessary investigations and raise anxiety for the patients. 

These recommendations are nevertheless based on a low level of evidence [14].  

A previous systematic review and meta-analysis performed in 2014 found that ax-SpA patients 

have increased features of left ventricular (LV) DD [15].  Since many studies assessing 

myocardial function by TTE have been undertaken on a larger scale but with discordant results 

[16-22]. Meta-analysis is the cornerstone of medical literature, provides guidance to 

practitioners and requires to be updated as new data become available. We propose in this article 

to update the meta-analysis of Heslinga et al. [15] regarding LV DD and to assess the LV 

myocardial structure and the prevalence of VHD in ax-SpA. 
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We thus performed a systematic literature review and meta-analysis in order to assess the 

prevalence of systolic and diastolic LV dysfunction and VHD detected by conventional TTE in 

ax-SpA without history of CVD compared to healthy subjects. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Systematic literature review process 

This systematic review and meta-analysis were conducted according to Preferred reporting 

items for systematic review and meta-analysis protocols (PRISMA-P) 2015 guidelines and the 

Cochrane collaboration guidelines [23, 24]. The protocol has not been published or registered. 

An extensive search in Pubmed, Cochrane Library and Embase databases (last accessed January 

17th 2020) was performed by two investigators independently (X.R., F.A).  A complementary 

search was performed only in Pubmed from January 17th to April 2nd 2020 to include potential 

new articles published during the meta-analysis work process. ACR and EULAR annual 

meeting databases were screened for the years 2018 and 2019. Search strategy and participants, 

intervention, control and outcome (PICO) terms were presented in Supplementary Table S1. 

We systematically reviewed articles written in English or in French. No date restrictions were 

applied. In addition, the reference lists of relevant articles detected were hand-searched to 

identify additional eligible studies. Studies were selected based on their titles and abstracts and 

then on their full text. Duplicates were removed. 

 

Study Selection  

We included all studies that (i) were controlled (ii) were conducted to compare the TTE 

parameters in ax-SpA patients and controls, (iii) included patients with ax-SpA according to 

the New York modified criteria, axial Assessment of SpondyloArthritis International Society 

(ASAS) criteria or European Spondylarthropathy Study Group (ESSG) criteria. 

Studies were excluded if (i) the language was not English or French, (ii) data on TTE 

measurements were lacking or could not be extracted and (iii) history of CVD at baseline was 

not reported as an exclusion criterion. 

 

Data extraction  

Two investigators (X.R. and F.A.) individually extracted data from the included studies using 

a predetermined form and verified that the inclusion criteria were fulfilled. In case of 

disagreement, the opinion of a third reviewer was sought (A.B.) to find a consensus.   

The study design, age, sex, ax-SpA classification, disease duration, disease activity according 

to Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI), HLA-B27 prevalence, C-

reactive protein level, exposure to non-steroidal anti-inflammatory drugs, biologic and 

conventional synthetic disease-modifying anti-rheumatic drugs, cardiovascular risk (CVR) 
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factors with smoking status and body mass index, TTE methods and ultrasound settings were 

collected. 

 

TTE parameters 

The efficiency of the ventricular function is objectified by the LV Ejection Fraction (LVEF) 

which is the percentage of the final diastolic volume ejected during systole. Systolic LV 

dysfunction was defined as an LVEF <50% [25]. 

The TTE parameters commonly used to assess diastolic LV function include left ventricular 

end-systolic diameter (LVESD), end-diastolic diameter (LVEDD) and isovolumic relaxation 

time (IVRT), corresponding to the 3 phases of ventricular filling, isovolumic, early and late, 

respectively.  

When flow across the mitral valve is assessed, two waves are characteristically seen, mitral 

early diastolic velocity (E), which represent passive filling of the ventricle, and late diastolic 

velocity (A), active filling with atrial systole. E/A ratio and mitral E deceleration time (DT) can 

be extracted from this analysis and evaluate LV diastolic function.  

The left myocardial structure parameters are represented by left ventricular mass index (LVMI) 

measured in g/m², left ventricular septum thickness at end-diastole and posterior thickness and 

left atrial (LA) dimension. 

  

Prevalence of systolic and DD with grades of severity, TTE parameters assessing systolic 

(LVEF) and diastolic (LVESD, LVEDD, IVRT, E/A, DT) LV function and LV structure 

(LVMI, left ventricular septum thickness, posterior thickness), LA dimension and VHD (aortic, 

mitral, tricuspid and pulmonary valves) with grades of severity were extracted.  

 

Quality assessment  

All studies were independently assessed for quality by two authors (X.R. and F.A.) using the 

Newcastle-Ottawa Scale (NOS) consisting to evaluate the selection process (0-4 points), 

comparability (0-2 points) and exposure (0-3 points) cases and controls. A higher score 

indicated a better methodologic quality. The methodological quality was based on classification 

into three groups of total NOS score: very high risk of bias (0 to 3 points), high risk of bias (4 

to 6) and low risk of bias (7 to 9) [26]. 
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Statistical analysis 

Data extracted were analyzed using Review Manager 5.3 (Cochrane), Jamovi 1.6.23 and 

StatsDirect 3.3.4 softwares. The main characteristics and results of the included studies are 

summarized in a table. To compare TTE parameters of ax-SpA with control patients, pooled 

mean difference (MD) and pooled standard mean difference (SMD) with 95% confidence 

interval (95% CI) were calculated using the inverse of variance statistical method. In order to 

calculate the pooled mean difference some parameters have been converted to the same unit 

before statistical analysis. Pooled odds ratio (OR) was calculated to compare the prevalence of 

LV DD and VHD between ax-SpA and controls. Statistical heterogeneity was assessed by the 

Chi-square (Cochran’s Q test) and the I2 statistic. A fixed-effect analysis model was performed 

when I2 values were below 25 % indicating a low heterogeneity score. In other circumstances, 

a random effect analysis model was applied. A p-value <0.05 was considered statistically 

significant. Data obtained were shown by a forest plot for each outcome studied. To facilitate 

the analysis of the continuous outcomes and appreciate the clinical relevance, the Ratio of 

Means (RoM) was employed [27]. RoM measures the relative difference between the mean 

value in two groups and estimates, in this meta-analysis, the relative difference between ax-

SpA and controls. This information was added to the forest plot. Publication bias was assessed 

with funnels plot analysis, Begg’s test and Egger’s test. A sensitivity analysis was conducted 

to evaluate the robustness of the results of the meta-analysis by assessing the influence of an 

individual study on the overall MD and SMD or odds ratio by removing each study individually 

from the meta-analysis. Subgroup analyses were performed to explore heterogeneity. To that 

scope, studies were combined in two subgroups according to the trial design (NOS<7 and 

NOS≥7), published before or after 2010, blind TTE examination or not and characteristics of 

the patients (mean age of included patients below or above 40 years). Heterogeneity between 

the subgroups was tested using a chi-square test. A p-value<0.1 was considered statistically 

significant for heterogeneity analysis. 
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RESULTS 

 

Literature search results and study characteristics 

A total of 189 abstracts were identified in databases and 4 additional records were identified 

through hand search.  A total of 28 studies involving 1,471 patients and 1,115 controls were 

included in the meta-analysis (Figure 1). The inter-observer agreement on article selection was 

high (k=0.960 (95% CI 0.91-1.00)) and the disagreement between X.R. and F.A. was resolved 

after discussion to obtain a consensus. The consultation of a third reviewer (A.B.) was not 

necessary. 

The mean age in the studies ranged from 26.7 to 55.7 years. Ax-SpA was defined according to 

the modified New York criteria (26/28 studies, 1,357 ax-SpA and 1,019 controls) or the ASAS 

criteria (2/28 studies, 114 ax-SpA and 96 controls). The mean disease duration ranged from 3.2 

to 32.9 years, HLA B27 positivity from 51 to 100% and BASDAI from 1.24 to 5.6 (Table 1). 

A total of 10 studies presented a low risk of bias, 18 a high risk and none a very high risk (Table 

1).  

 

LV and LA structure  

LVMI was reported in 8 controlled studies (379 ax-SpA, 290 controls), septum and posterior 

thickness of LV at end-diastole in, respectively, 9 (608 ax-SpA, 489 controls) and 10 (634 ax-

SpA, 515 controls) articles. No significant difference in septum and posterior thickness of LV 

at end-diastole, nor LVMI was observed between ax-SpA patients and controls (Figure 2 A, B, 

C). 

LA dimension was reported in 10 controlled studies (491 ax-SpA, 366 controls) and was 

significantly increased in ax-SpA patients compared to healthy subject (MD=1.27 mm, 95% 

CI: 0.03-2.50, SMD=0.35, 95% CI: 0.01-0.68, p=0.04; RoM=0.04, 95% CI: 0.001-0.070, 

p=0.04; I2=85%). (Figure 2 D) 

 

Systolic LV function  

LVEF was reported in 22 controlled studies (1,251 ax-SpA, 947 controls), with a decrease in 

ax-SpA (MD=0.64%, 95% CI: 0.14-1.14, p=0.01; SMD=0.16, 95% CI: 0.04-0.29, p=0.01, 

RoM=0.01, 95% CI: 0.00-0.02, p<0.001, I2=51%). (Figure 3A) 
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Diastolic LV function  

LVEDD and LVESD was reported, respectively, in 15 (911 ax-SpA, 674 controls) and 11 (583 

ax-SpA, 423 controls) controlled studies with a significant increase (LVEDD: MD=0.57 mm, 

95% CI : 0.19-0.95, p=0.003, SMD=0.13, 95% CI : 0.03-0.23, p=0.01, RoM=0.01, 95% CI: 

0.004-0.020, p=0.003, I2=0% and LVESD : MD=0.77 mm, 95% CI : 0.36-1.17, p<0.001, 

SMD=0.21, 95% CI 0.08-0.34, p=0.002, RoM=0.03, 95% CI 0.01-0.04, p<0.001, I2=0%) in ax-

SpA patients compared to healthy subject respectively. (Figure 3B-C)  

E/A ratio was reported in 18 controlled studies (1,013 ax-SpA, 768 controls). On average, a 

worse E/A ratio was found in ax-SpA patients (MD=0.15, CI 95%: 0.08-0.21, p<0.0001, 

SMD=0.49, 95% CI: 0.29-0.69, p<0.0001, RoM=0.11, 95% CI: 0.07-0.16, p<0.001, I2=81%).  

(Figure 3D) 

A total of 14 controlled studies (692 ax-SpA, 531 controls) found a longer DT in ax-SpA group 

(MD=13.07 ms, 95% CI: 7.75-18.40, p<0.0001, SMD=0.45, 95% CI: 0.27-0.64, p<0.0001, 

RoM=0.07, 95% CI: 0.04-0.10, p<0.001, I2=66%). (Figure 3E) 

Finally, 11 controlled studies (497 ax-SpA, 414 controls) reported a significant increase of 

IVRT in ax-SpA group (MD=7.90 ms, 95% CI 4.50-11.30, p<0.0001, SMD=0.69, 95% CI 0.34-

1.04, p<0.001, RoM=0.09, 95% CI 0.05-0.13, p<0.001, I2=79%) (Figure 3F). 

Total prevalence of LV DD was reported in 4 (20%) controlled-studies [19, 28-30] (183 ax-

SpA, 140 controls) among 20 controlled-studies (1,093 ax-SpA, 823 controls) reporting at least 

one parameter of LV diastolic function (E/A ratio, IVRT, DT). 3 studies [28-30] used a 

combination of LV diastolic function parameters to diagnose LV DD whereas 1 study [19] did 

not precise clearly the diastolic LV dysfunction used. The pooled prevalence of LV DD by 

tissue doppler imaging was 16.6% (CI 95%: 8.5-24.8, p<0.001, I2=57.9%) in ax-SpA (Figure 

4A).  Ax-SpA had more frequently LV DD than controls (OR=3.43, 95%CI: 1.78-6.59, 

p<0.001, I2=0%) (Figure 4B) even if we excluded Inci et al. study which did not precisely 

describe the definition of LV DD used (OR=3.54, 95%CI: 1.67-7.51, p<0.001, I2=0%). Few 

studies described the grade of LV DD. Acar et al. reported eleven grade I and one grade II LV 

DD in ax-SpA and Okan et al. six grade I and sixteen grade II.  

 

Valvular heart disease  

12 controlled studies (745 ax-SpA and 453 controls) and 10 controlled studies (616 ax-SpA and 

403 controls) reported, respectively, the prevalence of aortic regurgitation (AR) and mitral 

regurgitation (MR) in ax-SpA patients without history of CVD. 
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The prevalence of AR ranges from 0 to 26%, and MR from 0 to 45%. The random-effect pooled 

prevalence of AR was 4.0% (95% CI 1.7-6.3, p<0.001, I2=75%) and 9.8% (95% CI 3.8-15.8, 

p=0.001, I2=94%) (Figure 5 A, B). The high heterogeneity resulted from the Mitbo et al. and 

Ozkaramanli et al. studies. After removal of these two studies, prevalence of AR was 1.4% 

(95% CI 0.4-2.4, p=0.007, I2=0%) and was 1.9% (95% CI 0.6-3.2, p=0.005, I2=0%) for MR.   

The prevalence of AR (OR=1.18, 95%CI: 0.68-2.04, p=0.55, I2=0%) and MR (OR=1.09, 

95%CI: 0.73-1.63, p=0.68, I2=0%) were not different in ax-SpA and controls (Figure 5 C, D). 

The large majority of VHD observed was mild (grade I). Severe grade valve disease was rare.  

(Supplementary Table S2). No controlled study included evaluated pulmonary and tricuspid 

VHD. 

 

Heterogeneity exploration and publication bias 

A statistically significant subgroup effect was observed with the covariate publication date for 

DT and LA size and with the covariate study quality for E/A ratio and AR (Supplementary 

Table S3). Subgroup analyses were not possible to evaluate additional patients’ characteristics 

as smoker status, body mass index and disease characteristics (activity, duration) due to data 

unavailability for the considered articles. A sensitivity analysis was conducted to evaluate the 

robustness of the results of the meta-analysis by assessing the influence of an individual study 

on the overall MD and SMD or odds ratio by removing each study individually from the meta-

analysis. The sensitivity analysis showed that the overall effect was not significantly changed 

after the withdrawal of any of the studies for each parameter studied except for LA dimension 

(Supplementary Table S4). Begg’s test and Egger’s test reach statistical significance for 

LVESD and E/A ratio indicating a possible publication bias for these parameters 

(Supplementary Figure S1). 
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DISCUSSION 

 

This systematic review and meta-analysis showed that ax-SpA patients without history of CVD 

displayed a slight alteration of LV systolic and diastolic parameters on TTE compared to 

healthy subjects. The prevalence of aortic or mitral regurgitation diagnosed with TTE was not 

increased in ax-SpA. The severity of VHD was mild. 

The prevalence of LV DD on TTE, estimated at 16.4% in our meta-analysis, is increased in ax-

SpA. The development of LV DD in ax-SpA could be explained by the deleterious effect of 

inflammatory cytokines known to induce endothelial dysfunction and myocardial remodeling 

in animal models [31, 32]. Subclinical myocardial inflammation and fibrosis are highlighted on 

cardiac magnetic resonance imaging (MRI) in ax-SpA and seem to be reduced under anti-TNF 

therapy [33-35]. The progression of LV DD is an independent predictor of heart failure and 

mortality (52, 53). It has been shown that grade I, even asymptomatic, was associated with a 5-

fold higher 3-year to 5-year mortality in comparison with subjects with normal diastolic 

function (54). It is therefore recommended to follow up in any patient with DD of any degree, 

to avoid the development of atrial fibrillation or heart failure (55). The preclinical LV DD could 

explain a part of the increased mortality risk observed in ax-SpA compared to the general 

population (55).  

Nevertheless, the LV DD defined by TTE in the general population is not rare and increased 

with age [36]. Only a quarter of studies included evaluated this outcome and among them only 

some studies combined a set of parameters according to American or European guidelines. To 

improve the implementation in clinical practice, the definition of LV DD by TTE has been 

revised in 2016 by the American Society of Echocardiography and European Association of 

Echocardiography (ASE/EACVI) [37]. This updated diagnostic algorithm is more accurate, has 

superior inter-observer reliability, better predicts major adverse cardiac events than 2009 

ASE/EACVI criteria [38].  The application of the 2016 ASE/EACVI criteria results in a 

decrease in the prevalence of LV DD observed in the general population [39].  No recent studies 

included in this meta-analysis used this actualized definition of LV DD.  

The prevalence of valvular abnormalities on TTE was not significantly increased in ax-SpA 

patients in our meta-analysis. The global prevalence detected by conventional TTE is 4.0% for 

AR and 9.8% for MR in ax-SpA patients without history of cardiovascular diseases. The 

prevalence of VHD is highly variable between studies possibly due to the VHD definition used, 

some authors may consider trace of AR or MR as a VHD and others not.  Transesophageal 

echocardiography found a higher prevalence of AR (16%) and MR (32%) in a study conducted 
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in 1998 on forty-four AS patients suggesting an underestimation of VHD by TTE [12]. 

Nevertheless, in this study, 9% of patients had known to have VHD or heart murmur and 7% a 

valve surgery whereas we included in this meta-analysis ax-SpA without history of 

cardiovascular diseases [12]. Similar to enthesis, aortic root, aortic and mitral valve cups are 

subject to mechanical stress and are infiltrated by / T cells producing IL-17 accumulated in 

an IL-23 dependent manner promoting local inflammation, fibrosis lesion ultimately leading to 

valvular regurgitation [40, 41]. The progress in ax-SpA management with tight control of 

inflammation by biologic disease-modifying antirheumatic drugs may have reduced the 

occurrence of valve lesions.  The subgroup analysis does not allow us to conclude if the 

prevalence of VHD is influenced by biotherapy and possibly better management of associated 

comorbidities because only two controlled studies were conducted before the era of biotherapies 

(2000’s). Another hypothesis is that we selected articles that included patients without a history 

of CVD, which may have underestimated the prevalence of VHD. Nevertheless, this choice is 

in accordance with the objective of this study, which aimed to evaluate the relevance of 

including a systematic TTE in a screening program for comorbidities in patients with ax-SpA 

[3].  

Despite this meta-analysis shows altered parameters in ax-SpA without history of CVD the 

clinical relevance of such data remains unclear. Despite the standardization of cardiac chamber 

quantification [42] and heart valve function [43], the reproducibility of TTE is limited ranging 

from 6-7% for LVEF and 11% for LV end-diastolic volume [44, 45]. In this meta-analysis, the 

average score on LA size, LVEDD, LVESD for ax-SpA were 3.5%, 1.2% and 2.7% higher and 

1.0% lower for LVEF than healthy controls. The magnitude of variation for these parameters 

does not seem to us clinically relevant because could be explained by TTE measurement 

imprecision contrary to results observed for E/A ratio, DT and IVRT parameters indicating LV 

DD in ax-SpA.  

Our studies have some limitations. We decided to include only controlled studies to improve 

the homogeneity of studies. The heterogeneity between studies was nevertheless high but due 

to the lack of baseline characteristics of ax-SpA in many articles we cannot identify potential 

confounding factors such as disease activity, ax-SpA disease duration and CVR factors. We 

take into account the heterogeneity by applying a random-effect model to minimize its impact 

on the meta-analysis results. The majority of studies analyzed included a limited number of ax-

SpA patients and two-thirds were at high risk of bias according to NOS scale even if sub-group 

analyses do not change largely the meta-analysis outcomes. However, we aimed at determining 

whether ax-SpA patients should be systematically screened for VHD and systolic or DD with 
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TTE. Another important point concerns the increasingly important sensitivity of new devices 

and new techniques, which make it possible to detect minimal anomalies without clinical 

consequences. Diastolic function is defined according to a set of parameters according to 

ASE/EAE guidelines [37]. A single diastolic parameter on TTE is therefore not sufficient to 

define a reliably LV DD. The lack of data in the majority of included articles could not permit 

us to use a stringent definition of LV DD for all studies included. 

 

 

CONCLUSIONS 

In conclusion, the prevalence of VHD detected by TTE is not increased in ax-SpA patients 

compared to healthy subjects. On the other hand, an alteration of the LV diastolic parameters 

indicating a potential preclinical DD in ax-SpA without history of CVD is observed. Other 

studies using a stringent and actualized definition of LV DD and assessing the clinical relevance 

are necessary before recommending a systematic TTE screening in all ax-SpA without history 

of CVD.  
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Figure 1. Flow chart 
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Author, 

year (ref.) 

Study 

design 

Ax-

SpA 

mNY+ 

(n)  

Ctrl 

(n) 

Ax-SpA age 

(years (SD)) 

Ctrl age 

(years (SD)) 

Disease duration  

(years (SD)) 

BASDAI in 

ax-SpA  

 

Blind 

TTE 

Exclusion 

criteria:  

CVD/CV risk 

factor  

Quality 

score 

(NOS) 

Kucuk M 

et al. 2018 

[46] 

Prospective 

case-control 

30 30 41.0 (9.2) 37.5 (10.7) 8.53 (NA) 3.32 (2.5) Yes Yes/Yes 3/0/2 

Ozkarama

nli Gur D 

et al. 2018 

[47] 

Prospective 

case-control 

75 30 41.7 (10.1) 38.5 (9.9) 5 [1-37]** 3.3 (2.2) Yes Yes/Yes 2/2/2 

Ozen S et 

al. 2018 

[48] 

Cross-

sectional 

Prospective 

case-control 

55 20 43.3 (7.9) 

  

44.6 (8.1) 16.7* (7.16) 2.73 (2.02) NA Yes/Yes 3/1/2 

Midtbø H 

et al. 2018 

[20] 

Cross-

sectional 

cohort study 

139 26 49.1 (11.7) 52.1 (11.4) 23.3 (11) 3.5 (1.8) NA Yes/No 4/2/2 

Inci U et 

al. 2017 

[19] 

Case-control 60 40 32.2 (7.8) 

  

30.0 (7.3) 8.3 (6.2) 2.88 (2.03) NA Yes/Yes 2/2/2 

Ustun N et 

al. 2014 

[22] 

Cross-

sectional 

Case-control 

study 

26 26 43.7 (11.8) 42.5 (9.5) 

 

11.83 (10.98) 4.1 (2.0) Yes Yes/Yes 3/2/2 

Chen Y et 

al. 2014 

[16] 

Case-control 

study 

104 50 45.5 (13.3) 

  

 

43.8 (10.8) 15 (10.1)* 3.8 (1.6) NA Yes/No 4/2/2 

Ercan S et 

al. 2013 

[49] 

Case-control 

study 

66 21 30.9 (6.0) 

  

27.1 (4.0) 

 

4.99 (4.18) NA NA Yes/Yes 3/2/2 

Kırış A et 

al. 2012 

[50] 

Case-control 

study 

77 40 36.4 (10.0) 

  

39.1 (8.2) 7.6 (4.4) 2.8 (0.9) NA Yes/Yes 2/0/2 

Kaya EB 

et al. 2010 

[51] 

Case-control 

study 

28 30 28.7 (5.7) 

  

29.3 (5.8) NA 1.87 (0.8) NA Yes/Yes 2/2/2 

Gunes Y et 

al. 2009 

[29] 

Case-control 

study 

35 25 33.5 (9.4) 

  

 

36.9 (10.4) 7.55 (5.83) NA Yes Yes/Yes 2/2/2 

Acar G et 

al. 2009 

[28] 

Case-control 

study 

40 42 37.82 

(10.22) 

35.74 (9.98) 5.79 (5.32) 2.02 (1.44) Yes Yes/Yes 3/1/2 

Moyssakis 

I et al. 

2009 [52] 

Case-control 

study 

57 78 41.78 

(10.02) 

  

39.92 (9.11) 14.77 (10.07) 1.24 (1.13) NA Yes/Yes 2/0/2 

Okan T et 

al. 2008 

[30] 

Case-control 

study 

 

49 33 38.0 (11.00) 36.0 (9.0) 

 

12.4 (9.2) 3.5 (2.0) Yes Yes/Yes 3/2/2 

Caliskan 

M et al. 

2008 [53] 

Case control 

study 

40 35 38.9 (10.2) 

  

37.5 (6.4) 6.05 (4.96) NA Yes Yes/Yes 2/2/2 

Yildirir A 

et al. 2002 

[54] 

Case-control 

study  

88 31 33.0 (11.0)  

  

 

33.0 (9.0) 5.58* (5.83) NA Yes Yes/Yes 3/2/2 
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Table 1: Characteristics of the studies included  

NA: not available, SD: standard deviation, Ctrl: control, ax-SpA: axial spondyloarthritis, mNY+:  modified New 

York criteria, ASAS: Axial Assessment of SpondyloArthritis International Society criteria, CVD: cardiovascular 

disease, CV: cardiovascular, DD: diastolic dysfunction, TTE: transthoracic echocardiography, BASDAI: Bath 

Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index, NOS: Newcastle-Ottawa Quality Assessment Scale, DT: 

deceleration time, LVEF : left ventricular ejection fraction, LVEDD: left ventricular end-diastolic diameter, 

LVESD: left ventricular end-systolic diameter, LVMI: left ventricular mass index, IVRT: isovolumetric 

relaxation time, LAD: left atrial diameter, LAVI: left atrial volume index, ASE: American Society of 

Echocardiography 

* Symptoms duration, ** Median  

Crowley J. 

1993 [55] 

Case-control 

study 

59 44 42 (10) 42 (8) 17 (9) NA NA Yes/Yes 3/2/2 

Sun JP et 

al. 1992 

[56] 

Case-control 

study 

20 25 45 (11) 44 (11) NA NA Yes Yes/No 2/2/2 

 

 

O’Neill et 

al. 1992 

[57] 

Case-control 

study 

24 24 40.7 (NA) 43.4 (NA) 17 (NA) NA Yes  Yes/Yes 3/2/2 

Gould A et 

al. 1992 

[58] 

Case-control 

study 

21 24 NA  NA NA NA Yes/No 2/0/2 

Brewerton 

et al. 1987 

[59] 

Case-control 

study 

30 30 NA  NA NA NA Yes/No 2/1/2 

Emren SV 

et al. 2020 

[17] 

a cross-

sectional 

case control 

study 

72 56 39.2 (9.6) 

  

 

41 (7.2) 13 (8.1) 2.8 (2.2) Yes Yes/Yes 3/2/2 

Kuloglu O 

et al. 2012 

[60] 

Case-control 

study 

30 30 37.2 (10.23) 33.2 (8.12) NA NA Yes Yes/Yes 2/0/2 

Park SH et 

al. 2012 

[61] 

Case-control 

study 

50 25 26.7 (4.8) 

  

27 (2.5) 4.2 (2.8) 2.5 (1.8) Yes Yes/No 3/1/2 

Büyükterzi 

Z. et al. 

2019 [62] 

Cas-control 

study 

50 50 39.0 [35.0-

45.0]** 

  

40.0 [34.0-

46.0]** 

NA NA NA Yes/Yes 3/2/2 

Çağlar 

S.O. et al. 

2016 [18] 

Case-control 

study 

42 40 39.3 (8.5) 37.2 (8.7) NA NA Yes Yes/Yes 3/0/2 

Zungur M. 

et al. 2018 

[63] 

Case-control 

study 

64 70 55.7 (9.2) 54.9 (8.5) 7.1 (2.6)  NA Yes/Yes 3/1/2 

Turkmen 

S. et al. 

2020 [21] 

A cross-

sectional 

case control 

study 

40 40 32,1 (5,5) 31.2 (3,9) NA NA Yes Yes/Yes 3/0/2 
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Figure 2. Left ventricular and atrial structure. 

LV: Left ventricular, LVMI: Left ventricular mass index, LA: Left atrial, RoM: Ratio of mean, axSpA: axial 

spondyloarthritis 
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Figure 3. Left ventricular systolic and diastolic function. 

LVEF: Left ventricular ejection fraction, RoM: Ratio of means, axSpA: axial spondyloarthritis, LVEDD: Left 

ventricular end-diastolic diameter, LVESD: Left ventricular end-systolic diameter, DT: Deceleration time, IVRT: 

Isovolumetric relaxation time 
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Figure 4. Left ventricular diastolic dysfunction in ax-SpA 

LV: left ventricular, DD: diastolic dysfunction, axSpA: axial spondyloarthritis 

 
 

 

 
Figure 5. Aortic and mitral regurgitation prevalence 
AR: aortic regurgitation, MR: mitral regurgitation, ax-SpA: axial spondyloarthritis  
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Search strategy Key words 

1 axial [TIAB] 

2 spondyla*[TIAB] 

3 spondyloa*[TIAB] 

4 2 or 3 

5 1 and 4 

6 Spondylitis, ankylosing"[Mesh] 

7 ankylosing spondylitis [TIAB] 

8 5 or 6 or 7 

9 echocardiograph*[TIAB] 

10 cardiograph*[TIAB] 

11 Echocardiography [Mesh] 

12 9 or 10 or 11 

13 english[lang] 

14 french[lang]) 

15 13 or 14 

16 8 and 12 and 15 

 

PICO strategy 

Patient Intervention Comparison Outcomes 

Axial 

spondyloarthritis 

according to 

modified Ney York 

or ASAS or ESSG 

criteria 

TTE Healthy 

subjects 

✓ LV systolic dysfunction, LVEF 

✓ LV diastolic dysfunction, LVESD, LVEDD, 

IVRT, E/A, DT 

✓ LV structure: LVMI, LV septum thickness, 

LV posterior thickness, LA dimension 

✓ Aortic, mitral, tricuspid and pulmonary 

valvular regurgitation 

 
Supplementary Table S1. PICO and search strategy  

ASAS: Assessment of SpondyloArthritis International Society, ESSG: European Spondylarthropathy Study 

Group, LV: Left ventricular, TTE: Transthoracic echocardiography, parameters, LVEF: LV ejection fraction, 

LVESD: left ventricular end-systolic diameter, LVEDD: end-diastolic diameter, IVRT: isovolumic relaxation 

time, DT: deceleration time, LVMI: left ventricular mass index, LA: left atrial. 
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Supplementary Table S2. Aortic and mitral regurgitations prevalence and severity in axial 

spondyloarthritis 

NA: not available, NS: no significant, Ctrl: control, ax-SpA: axial spondyloarthritis, mNY+:  modified New York 

criteria, AR: aortic regurgitation, MR: mitral regurgitation 

* Comparison with corresponding results from the literature in the normal population 

 

 

 

Author, year 

(ref.) 

Subject Ax-

SpA mNY+ 

(n) 

Subject ctrl 

(n) 

Severity AR  

ax-SpA 

(n; %) 

AR  

ctrl 

(n, %) 

p-value MR  

ax-SpA 

(n, %) 

MR  

ctrl 

(n, %) 

p-value 

Ozkaramanli Gur 

D et al. 2018 (59) 

75 30 AR and MR grade I  19 (26) 2 (7) 0.03 29 (38.7) 8 (26.6) 0.17 

Ozen S et al. 

2018 (60) 

55 20 Not applicable 0 (0) 0 (0)  NA NA NA NA 

Midtbø H et al. 

2018 (20) 

139 126 No difference between the 

groups, and no grade III 

Any AR ax-SpA 19 (14) vs. 21 

(17) p=0.50 

Any MR ax-SpA 63 (45) vs. 61 

(48) p=0.62 

19 (14) 21 (17) 0.50 63 (45) 61 (48) 0.62 

Kırış A et al. 

2012 (62) 

77 40 No valvular disease except for 

minimal MR and AR 

0 (0) 0 (0) NA 0 (0) 0 (0) NA  

Gunes Y et al. 

2009 (29) 

35 25 One patient with grade I aortic 

stenosis and grade II AR 

1 (2.9) 0 (0) NA 0 (0) 0 (0) NA 

Okan T et al. 

2007 (30) 

49 33 Grade I MR and AR 1 (2.0) 1 (3.0) NA 2 (4.1) 1 (3.0) NA 

Yildirir A et al. 

2002 (65) 

88 31 MR: only grade I 

AR: grade I (2), II (2), III (0) 

4 (4.6) 0 (0) P<0.05 5 (5.7) 0 (0) P<0.05 

Crowley J. et al. 

1993 (66) 

59 44 MR: only grade I  

AR: only grade I  

1 (1.7) 0 (0) NA 3 (5.1) 1 (2.3) NA 

Sun JP et al. 1992 

(67) 

20 25 Not applicable 0 (0) 0 (0)  NA 0 (0) 0 (0) NA 

O’Neill et al. 

1992 (68) 

24 24 NA 2 (8.3) 0 (0) NA 0 (0) 0 (0) NA 

Brewerton et al. 

1987 (70) 

30 30 AR : grade I (1), II (0), 3 (0) 1 (3.3) 0 (0) NA NA NA NA 

Park SH et al. 

2012 (72) 

50 25 NA 1 (2) 0 (0) NS 2 (4) 1 (4) NS 
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Supplementary Table S3. Subgroup analysis to investigate source of heterogeneity 

TTE: Trans-Thoracic Echocardiography, NE: Not Estimable, CI: Confidence Interval, SMD: Standard Mean 

Difference, LV: Left Ventricular, LVEDD: Left ventricule end-diastolic diameter, LVESD: Left ventricule end-

systolic diameter, LVMI: Left ventricular mass index, LA: Left atrial, LVEF: Left ventricular ejection fraction, 

DT: Deceleration time, IVRT: Isovolumetric relaxation time 

 

TTE 

parameters 

Statistical 

analysis 

Age TTE Quality Study Publication date 

<40 years ≥40 years TTE 

Blind 

No TTE 

Blind 

High risk 

of bias 

Low risk 

of bias 

Before 

2010 

After 

2010 

LVEDD  SMD 

(95% CI) 

0.11 (-0.03, 

0.24) 

0.17 (0.01, 

0.32) 

0.12 (-

0.03, 0.27) 

0.14 (0.00, 

0.27) 

0.15 [0.01, 

0.30] 

0.11 [-0.03, 

0.25] 

0.18 (-

0.02, 

0.38) 

0.12 

(0.00, 

0.23) 

I2 (%) 0 43 0 21 0 19 0 23 

χ2 test, p 0.85 0.98 0.69 0.58 

LVESD SMD 

(95% CI) 

0.17 (0.02, 

0.31) 

0.33 (0.08, 

0.58) 

0.20 (0.04, 

0.35) 

0.23 (0.01, 

0.46) 

0.22 [0.06, 

0.38] 

 

0.19 [-0.02, 

0.40] 

 

0.17 (-

0.05, 

0.39) 

0.23 

(0.07, 

0.39) 

I2 (%) 0 48 0 50 2 0 0 22 

χ2 test, p 0.55 0.96 0.82 0.92 

LV septum SMD 

(95% CI) 

0.10 (-0.14, 

0.33) 

0.12 (-0.05, 

0.29) 

0.15 (-

0.12, 0.42) 

0.08 (-

0.07, 0.24) 

0.10 [-0.14, 

0.33] 

 

0.13 [-0.05, 

0.30] 

 

0.01 (-

0.64, 

0.65) 

0.12 (-

0.01, 

0.25) 

I2 (%) 46 0 47 0 15 0 76 0 

χ2 test, p 0.98 0.91 0.84 0.93 

LV posterior SMD 

(95% CI) 

0.06 (-0.16, 

0.28) 

0.08 (-0.20, 

0.35) 

0.00 (-

0.29, 0.28) 

0.14 (-

0.02, 0.29) 

0.14 [-0.11, 

0.39] 

 

0.00 [-0.21, 

0.21] 

 

0.12 (-

0.30) 

0.06 (-

0.13, 

0.18) 

I2 (%) 38 60 58 0 52 32 46 49 

χ2 test, p 0.99 0.66 0.41 0.96 

LVMI SMD 

(95% CI) 

0.14 (-0.04, 

0.31) 

0.68 (-0.50, 

1.86) 

0.11 (-

0.08, 0.29) 

0.75 (-

0.29, 1.79) 

NE NE 0.43 (-

0.47, 

1.33) 

0.17 

(0.05, 

0.50) 

I2 (%) 0 94 0 93 NE  NE  93 0 

χ2 test, p 0.54 0.36 NE  0.77 

LA size SMD 

(95% CI) 

0.35 (0.01, 

0.68) 

NE 0.41 (0.00, 

0.83) 

0.10 (-

0.27, 0.47) 

0.39 [-0.12, 

0.89] 

 

0.27 [0.03, 

0.51] 

 

0.08 (-

0.15, 

0.31) 

0.64 

(0.06, 

1.23) 

I2 (%) 82 NE 84 45 88 0 23 88 

χ2 test, p 1.00 0.48 0.68 0.08 

LVEF SMD 

(95% CI) 

0.09 (-0.05, 

0.22) 

0.28 (0.05, 

0.52) 

0.13 (-

0.01, 0.27) 

0.21 (-

0.02, 0.43) 

0.19 [0.00, 

0.37] 

 

0.15 [0.01, 

0.30] 

 

0.10 (-

0.12, 

0.32) 

0.18 

(0.03, 

0.33) 

I2 (%) 25 66 17 70 60 11 45 53 

χ2 test, p 0.35 0.83 0.77 0.85 

E/A  SMD 

(95% CI) 

0.48 (0.22, 

0.75) 

0.51 (0.19, 

0.83) 

0.65 (0.32, 

0.98) 

0.30 (0.14, 

0.46) 

0.63 [0.34, 

0.92] 

 

 

0.29 [0.06, 

0.52] 

 

0.49 

(0.29, 

0.68) 

0.50 

(0.35, 

0.63) 

I2 (%) 77 70 81 24 76 59 20 83 

χ2 test, p 0.99 0.11 0.07 1.00 

DT SMD 

(95% CI) 

0.45 (0.23, 

0.66) 

0.55 (0.25, 

0.84) 

0.57 (0.43, 

0.71) 

0.16 (-

0.32, 0.63) 

0.40 [0.15, 

0.65] 

 

0.58 [0.37, 

0.80] 

 

0.68 

(0.50, 

0.85) 

0.27 

(0.02, 

0.53) 

I2 (%) 65 0 0 81 68 0 0 61 

χ2 test, p 0.85 0.21 0.28 0.03 
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IVRT SMD 

(95% CI) 

0.67 (0.27, 

1.07) 

0.76 (-0.19, 

1.71) 

0.73 (0.31, 

1.16) 

0.57 (-

0.18, 1.32) 

0.67 [0.24, 

1.10] 

 

 

0.79 [0.48, 

1.10] 

 

0.97 

(0.57, 

1.37) 

0.33 (-

0.19, 

0.86) 

I2 (%) 84 89 84 89 87 0 78 83 

χ2 test, p 0.99 0.93 0.66 0.17 

Aortic 

Regurgitation 

OR (95% 

CI) 

1.34 (0.33, 

5.35) 

1.16 (0.64, 

1.74) 

2.77 (1.00, 

7.69) 

0.84 (0.44, 

1.60) 

3.09 [0.95, 

10.07] 

 

0.91 [0.49, 

1.69] 

 

1.80 

(0.51, 

6.36) 

1.07 

(0.59, 

1.97) 

I2 (%) 0 47 0 0 0 0 0 53 

χ2 test, p 0.98 0.15 0.07 0.77 

Mitral 

Regurgitation 

OR (95% 

CI) 

1.78 (0.40, 

7.86) 

1.05 (0.69, 

1.60) 

1.75 (0.79, 

3.85) 

0.92 (0.57, 

1.48) 

1.69 [0.75, 

3.82] 

 

0.94 [0.59, 

1.51] 

 

2.41 

(0.57, 

10.27) 

1.02 

(0.67, 

1.55) 

I2 (%) 0 2 0 0 0 0 0 0 

χ2 test, p 0.80 0.39 0.22 0.53 
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Supplementary Table S4: Sensitivity analysis  

LV: Left ventricular, LVMI: Left ventricular mass index, LAD: Left atrial dimension, LVEF: Left ventricular 

ejection fraction, RoM: Ratio of means, LVEDD: Left ventricular end-diastolic diameter, LVESD: Left ventricular 

end-systolic diameter, DT: Deceleration time, IVRT: Isovolumetric relaxation time, AR: Aortic regurgitation, MR: 

Mitral regurgitation, DD: Diastolic dysfunction, w/o: without (study removed of the analysis), MD: Mean 

difference, OR: odds ratio, 95% CI: 95% Confidence interval 

 
Outcome Study removed MD/OR  95%CI Wheight 

(%) 

I2 Z 

overall 

effect 

p-value 

LVEDD All studies included 0.57 0.19, 0.95 100.0 0 2.96 0.003 

  w/o Acar G et al. 2009  0.60 0.22, 0.99 4.0 0 3.06 0.002 

  w/o Büyükterzi Z. et al. 2019 0.60 0.21, 0.99 6.6 0 3.02 0.003 

  w/o Caliskan M et al. 2008 0.55 0.17, 0.94 4.1 0 2.81 0.005 

  w/o Chen Y et al. 2014  0.65 0.26, 1.04 6.5 0 3.28 0.001 

  w/o Gunes Y et al. 2009  0.55 0.16, 0.93 5.0 0 2.77 0.006 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 0.68 0.29, 1.06 5.4 0 3.42 0.0006 

  w/o Kırış A et al. 2012  0.60 0.21, 1.00 8.3 0 3.01 0.003 

  w/o Midtbø H et al. 2018 0.53 0.14, 0.93 8.1 0 2.65 0.008 

  w/o Okan T et al. 2007 0.55 0.16, 0.94 4.6 0 2.79 0.005 

  w/o Ozen S et al. 2018  0.45 0.03, 0.86 19.1 0 2.08 0.04 

  w/o Emren SV et al. 2019  0.56 0.17, 0.95 7.3 0 2.80 0.005 

  w/o Ustun N et al. 2014  0.59 0.21, 0.98 4.8 0 3.01 0.003 

  w/o Yildirir A et al. 2002  0.56 0.17, 0.94 3.4 0 2.84 0.005 

  w/o Zungur M. et al. 2018  0.51 0.11, 0.90 9.2 0 2.51 0.01 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016  0.56 0.17, 0.94 3.6 0 2.85 0.004 

LVESD All studies included 0.77 0.36, 1.17 100.0 0 3.69 0.0002 
 

w/o Acar G et al. 2009 0.81 0.39, 1.23 7.0 0 3.78 0.0002 
 

w/o Caliskan M et al. 2008  0.79 0.37, 1.21 7.9 0 3.65 0.0003 
 

w/o Kuloglu O et al. 2012 0.80 0.37, 1.22 7.4 0 3.69 0.0002 
 

w/o Kırış A et al. 2012  0.79 0.37, 1.22 9.1 0 3.64 0.0003 
 

w/o Okan T et al. 2007 0.75 0.33, 1.17 7.2 0 3.48 0.0005 
 

w/o Ozen S et al. 2018  0.64 0.18, 1.09 19.5 0 2.76 0.006 
 

w/o Emren SV et al. 2019  0.86 0.43, 1.29 11.1 0 3.92 <0.0001 
 

w/o Ustun N et al. 2014  0.72 0.31, 1.14 4.4 0 3.41 0.0007 
 

w/o Yildirir A et al. 2002  0.75 0.32, 1.17 7.5 0 3.47 0.0005 
 

w/o Zungur M. et al. 2018  0.82 0.38, 1.25 12.1 0 3.69 0.0002 
 

w/o Çağlar S.O. et al. 2016  0.70 0.27, 1.12 7.0 0 3.24 0.001 

LVMI All studies included 4.67 -0.92, 10.26 100.0 82 1.64 0.10 

  w/o Acar G et al. 2009 4.84 -1.50, 11.19 12.3 85 1.50 0.13 

  w/o Caliskan M et al. 2008 5.78 -0.15, 11.70 12.2 82 1.91 0.06 

  w/o Kırış A et al. 2012 4.76 -1.89, 11.42 13.7 85 1.40 0.16 

  w/o Moyssakis I et al. 2009 1.85 -0.65, 4.36 13.8 0 1.45 0.15 

  w/o Ozkaramanli Gur D et al. 2018 5.07 -1.17, 11.31 11.9 85 1.59 0.11 

  w/o Park SH et al. 2012 5.37 -1.02, 11.76 14.3 82 1.65 0.10 

  w/o Turkmen S. et al. 2018 4.35 -1.74, 10.44 9.7 85 1.40 0.16 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016 4.76 -1.54, 11.06 11.9 85 1.48 0.14 
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LV septum All studies included 0.01 0, 0.03 100.0 22 1.70 0.09 

  w/o Acar G et al. 2009  0.01 -0.01, 0.03 18.1 26 1.17 0.24 

  w/o Caliskan M et al. 2008 0.02 0, 0.04 9.3 0 2.25 0.02 

  w/o Chen Y et al. 2014  0.02 0, 0.03 12.3 31 1.66 0.10 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 0.01 0.01, 0.03 5.8 0 1.19 0.23 

  w/o Kırış A et al. 2012 0.02 0, 0.04 10.3 16 2.06 0.04 

  w/o Midtbø H et al. 2018  0.01 -0.01, 0.03 11.8 28 1.37 0.17 

  w/o Emren SV et al. 2019  0.01 0, 0.03 10.8 31 1.53 0.12 

  w/o Zungur M. et al. 2018  0.01 0, 0.03 10.4 31 1.54 0.12 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016  0.01 0, 0.03 11.1 31 1.67 0.10 

LV 

posterior 

All studies included 0.01 -0.01, 0.03 100.0 49 0.83 0.41 

  w/o Acar G et al. 2009  0.01 -0.02, 0.03 11.9 50 0.50 0.62 

  w/o Caliskan M et al. 2008  0.01 -0.01, 0.03 9.0 53 0.94 0.35 

  w/o Chen Y et al. 2014  0.01 -0.01, 0.03 10.2 53 0.63 0.53 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 0.0 -0.01, 0.02 7.1 43 0.42 0.68 

  w/o Kırış A et al. 2012  0.01 -0.01, 0.03 10.0 54 0.84 0.40 

  w/o Midtbø H et al. 2018 0.01 -0.01, 0.03 11.0 54 0.72 0.47 

  w/o Emren SV et al. 2019  0.01 -0.01, 0.03 9.0 54 0.83 0.40 

  w/o Ustun N et al. 2014 0.01 -0.01, 0.03 8.0 37 1.38 0.17 

  w/o Zungur M. et al. 2018  0.0 -0.01, 0.02 9.6 41 0.35 0.73 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016  0.01 -0.01, 0.03 14.2 40 1.28 0.20 

LVEF All studies included -0.64 -1.14, -0.14 100.0 51 2.53 0.01 

  w/o Acar G et al. 2009  -0.65 -1.17, -0.13 3.6 54 2.47 0.01 

  w/o Büyükterzi Z. et al. 2019 -0.70 -1.21, -0.19 4.2 51 2.71 0.007 

  w/o Caliskan M et al. 2008 -0.72 -1.22, -0.21 5.4 49 2.79 0.005 

  w/o Chen Y et al. 2014  -0.68 -1.20, -0.15 5.8 53 2.53 0.01 

  w/o Gunes Y et al. 2009  -0.68 -1.20, -0.16 5.1 53 2.58 0.010 

  w/o Inci U et al. 2015  -0.65 -1.19, -0.11 6.7 54 2.37 0.02 

  w/o Kaya EB et al. 2010  -0.58 -1.09, -0.07 4.6 51 2.24 0.02 

  w/o Kucuk M et al. 2018  -0.59 -1.09, -0.10 1.6 51 2.36 0.02 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 -0.60 -1.11, -0.09 3.4 52 2.31 0.02 

  w/o Kırış A et al. 2012  -0.69 -1.21, -0.17 5.1 52 2.61 0.009 

  w/o Midtbø H et al. 2018  -0.56 -1.06, -0.06 5.7 48 2.19 0.03 

  w/o Moyssakis I et al. 2009  -0.53 -1.01, -0.06 4.2 45 2.20 0.03 

  w/o Okan T et al. 2007 -0.63 -1.15, -0.11 4.2 53 2.37 0.02 

   w/o Ozen S et al. 2018 -0.58 -1.10, -0.06 6.6 50 2.20 0.03 

  w/o Ozkaramanli Gur D et al. 2018 -0.63 -1.14, -0.11 4.0 53 2.37 0.02 

  w/o Park SH et al. 2012 -0.59 -1.08, -0.09 2.6 51 2.31 0.02 

  w/o Emren SV et al. 2019  -0.63 -1.15, -0.11 4.5 53 2.36 0.02 

  w/o Turkmen S. et al. 2018  -0.68 -1.21, -0.15 6.4 53 2.53 0.01 

  w/o Ustun N et al. 2014  -0.64 -1.16, -0.12 4.1 54 2.41 0.02 

  w/o Yildirir A et al. 2002  -0.69 -1.20, -0.17 4.7 53 2.60 0.009 

  w/o Zungur M. et al. 2018 -0.74 -1.22, -0.25 4.7 46 2.99 0.003 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016  -0.71 -1.20, -0.23 2.8 48 2.87 0.004 

LAD All studies included 1.27 0.03, 2.50 100.0 85 2.01 0.04 

  w/o Acar G et al. 2009 1.32 -0.02, 2.66 8.9 87 1.94 0.05 

  w/o Büyükterzi Z. et al. 2019 1.30 -0.10, 2.70 10.4 87 1.82 0.07 
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  w/o Caliskan M et al. 2008  1.40 -0.04, 2.76 10.3 86 2.02 0.04 

  w/o Gunes Y et al. 2009 1.56 -0.32, 2.80 10.0 84 2.47 0.01 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 1.29 -0.08, 2.6 9.8 87 1.84 0.07 

  w/o Kırış A et al. 2012 1.45 0.12, 2.79 10.6 85 2.13 0.03 

  w/o Okan T et al. 2007 1.30 -0.06, 2.66 9.5 87 1.87 0.06 

  w/o Turkmen S. et al. 2018  0.96 -0.22, 2.14 10.6 81 1.60 0.11 

  w/o Yildirir A et al. 2002 1.30 -0.10, 2.70 10.4 87 1.82 0.07 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016  0.80 -0.21, 1.81 9.5 76 1.55 0.12 

E/A All studies included -0.15 -0.21, -0.08 100.0 81 4.60 <0.00001 

  w/o Acar G et al. 2009 -0.14 -0.21, -0.08 5.7 82 4.32 <0.00001 

  w/o Caliskan M et al. 2008 -0.15 -0.21, -0.08 5.5 82 4.43 <0.00001 

  w/o Chen Y et al. 2014 -0.15 -0.21, -0.08 5.3 82 4.48 <0.00001 

  w/o Ercan S et al. 2013 -0.16 -0.22, -0.09 6.0 81 4.77 <0.00001 

  w/o Gunes Y et al. 2009 -0.15 -0.22, -0.09 6.0 82 4.51 <0.00001 

  w/o Inci U et al. 2015 -0.14 -0.21, -0.08 5.6 82 4.29 <0.00001 

  w/o Kaya EB et al. 2010  -0.15 -0.22, -0.09 4.9 82 4.63 <0.00001 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 -0.14 -0.21, -0.08 5.3 82 4.35 <0.00001 

  w/o Kırış A et al. 2012 -0.14 -0.21, -0.08 5.1 82 4.35 <0.00001 

  w/o Midtbø H et al. 2018  -0.15 -0.21, -0.08 6.0 82 4.44 <0.00001 

  w/o Moyssakis I et al. 2009 -0.15 -0.22, -0.08 6.6 82 4.38 <0.00001 

  w/o Okan T et al. 2007 -0.15 -0.22, -0.09 5.5 82 4.56 <0.00001 

  w/o Emren SV et al. 2019  -0.16 -0.22, -0.09 6.6 80 4.78 <0.00001 

  w/o Sun JP et al. 1992  -0.13 -0.20, -0.07 4.2 81 4.27 <0.00001 

  w/o Turkmen S. et al. 2018 -0.12 -0.17, -0.07 6.8 65 4.83 <0.00001 

  w/o Ustun N et al. 2014 -0.13 -0.19, -0.07 3.4 80 4.28 <0.00001 

  w/o Yildirir A et al. 2002 -0.14 -0.20, -0.08 4.1 82 4.33 <0.00001 

  w/o Çağlar S.O. et al. 2016 -0.15 -0.22, -0.09 7.1 79 4.64 <0.00001 

DT All studies included 13.07 7.75, 18.40 100.0 66 4.81 <0.00001 

  w/o Acar G et al. 2009 13.27 7.33, 19.20 9.2 68 4.38 <0.00001 

  w/o Caliskan M et al. 2008 12.97 7.30, 18.63 6.4 68 4.48 <0.00001 

  w/o Gunes Y et al. 2009 12.29 6.70, 17.87 8.6 65 4.31 <0.00001 

  w/o Inci U et al. 2015 13.29 7.41, 19.17 8.8 68 4.43 <0.00001 

  w/o Kaya EB et al. 2010  14.22 9.01, 19.42 6.0 63 5.35 <0.00001 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 12.30 6.90, 17.70 5.1 66 4.46 <0.00001 

  w/o Kırış A et al. 2012  14.69 10.17, 19.21 6.5 50 6.36 <0.00001 

  w/o Moyssakis I et al. 2009  13.11 7.11, 19.11 9.5 68 4.28 <0.00001 

  w/o Okan T et al. 2007 11.96 6.70, 17.22 6.4 63 4.46 <0.00001 

  w/o Park SH et al. 2012 13.39 7.66, 19.12 7.6 68 4.58 <0.00001 

  w/o Emren SV et al. 2019  12.69 7.09, 18.30 6.1 68 4.44 <0.00001 

  w/o Turkmen S. et al. 2018 13.72 8.0, 19.43 8.7 67 4.71 <0.00001 

  w/o Ustun N et al. 2014 12.92 7.40, 18.44 3.6 68 4.59 <0.00001 

  w/o Yildirir A et al. 2002 12.08 6.68, 17.48 7.6 64 4.38 <0.00001 

IVRT All studies included 7.90 4.50, 11.30 100.0 79 4.55 <0.00001 

  w/o Acar G et al. 2009  8.20 4.56, 11.84 9.2 80 4.42 <0.00001 

  w/o Caliskan M et al. 2008 7.48 3.87, 11.09 7.6 81 4.06 <0.00001 

  w/o Gunes Y et al. 2009  6.94 3.75, 10.13 10.1 73 4.26 <0.00001 

  w/o Inci U et al. 2015 7.96 4.18, 11.74 9.9 81 4.13 <0.00001 

  w/o Kaya EB et al. 2010 8.88 5.67, 12.08 8.6 75 5.43 <0.00001 
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  w/o Kucuk M et al. 2018 8.22 4.65, 11.80 7.6 81 4.51 <0.00001 

  w/o Kuloglu O et al. 2012 8.95 5.80, 12.10 7.4 75 5.57 <0.00001 

  w/o Moyssakis I et al. 2009 7.47 3.55, 11.39 10.8 81 3.74 0.0002 

  w/o Okan T et al. 2007 7.88 4.15, 11.62 9.3 81 4.13 <0.0001 

  w/o Turkmen S. et al. 2018 7.62 3.66, 11.58 10.8 81 3.77 0.0002 

  w/o Yildirir A et al. 2002 7.22 3.67, 10.78 8.7 80 3.98 <0.001 

LV DD All studies included 3.43  1.78, 6.59 100.0 0 3.69 0.0002 

  w/o Acar G et al. 2009  3.55  1.60, 7.88 32.2 0 3.12 0.002 

  w/o Gunes Y et al. 2009  3.34  1.71, 6.54 4.7 0 3.52 0.0004 

  w/o Inci U et al. 2015 3.54  1.67, 7.51 24.0 0 3.30 0.001 

  w/o Okan T et al. 2007 3.28  1.42, 7.59 39.0 0 2.78 0.005 

AR All studies included 1.18  0.68, 2.04 100.0 0 0.60 0.55 

  w/o Brewerton DA.  1.18  0.68, 2.05 2.9 0 0.59 0.56 

  w/o Crowley JJ. 1.16  0.67, 2.02 2.9 0 0.52 0.60 

  w/o Gunes Y. 1.16  0.67, 2.02 2.8 0 0.53 0.60 

  w/o Midtbø H 2.55  1.00, 6.48 65.7 0 1.97 0.05 

  w/o O'Neill TW. 1.13  0.65, 1.96 3.1 0 0.42 0.68 

 w/o Okan T. 1.21  0.69, 2.11 3.8 0 0.67 0.50 

 w/o Ozkaramanli G. 0.96  0.54, 1.73 12.8 0 0.12 0.90 

 w/o Park S.-H. 1.17  0.67, 2.04 2.8 0 0.56 0.57 

 w/o Yildirir A. 1.17  0.67, 2.03 3.2 0 0.54 0.59 

MR All studies included 1.09  0.73, 1.63 100.0 0 0.41 0.68 

  w/o Crowley JJ. 1.06  0.70, 1.61 3.1 0 0.29 0.77 

  w/o Midtbø H 1.80  0.85, 3.80 70.5 0 1.54 0.12 

  w/o Okan T. 1.08  0.72, 1.63 2.8 0 0.38 0.71 

  w/o Ozkaramanli G. 0.98  0.62, 1.53 18.9 0 0.10 0.92 

  w/o Park S.-H. 1.09  0.72, 1.65 2.7 0 0.42 0.67 

 w/o Yildirir A. 5.80  0.32, 104.54 2.0 0 0.25 0.80 
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Supplementary Figure S1: Publication bias analysis  

LVEDD   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.142857  P = 0.4951 

Egger: bias = -0.085787 (95% CI = -2.6224 to 2.450825)  P = 0.9429 
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LVESD   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.490909  P = 0.0405 

Egger: bias = 4.008408 (95% CI = 0.749929 to 7.266888) P = 0.0213 
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LVMI   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.357143  P = 0.1789 (low power) 

Egger: bias = -18.789094 (95% CI = -36.801353 to -0.776835)  P = 0.0433 
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LV septum   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.055556  P = 0.9195 (low power) 

Egger: bias = 0.166121 (95% CI = -3.947181 to 4.279423)  P = 0.9266 
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LV posterior   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.244444  P = 0.2912 (low power) 

Egger: bias = -0.943218 (95% CI = -5.168798 to 3.282361)  P = 0.6207 

 

 

Bias assessment plot
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LVEF   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.238095  P = 0.115 

Egger: bias = -0.479467 (95% CI = -3.595519 to 2.636584)  P = 0.7516 
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LA dimension   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.111111  P = 0.7275 (low power) 

Egger: bias = 6.598009 (95% CI = -10.895231 to 24.09125)  P = 0.4098 
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E/A ratio   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.359477  P = 0.0395 

Egger: bias = 4.094674 (95% CI = 0.412732 to 7.776615)  P = 0.0315 
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Effect size meta-analysis: DT   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.076923  P = 0.7472 

Egger: bias = 1.840811 (95% CI = -4.72861 to 8.410231)  P = 0.5529 
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IVRT   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.2  P = 0.3587 

Egger: bias = -0.974509 (95% CI = -14.641399 to 12.69238)  P = 0.8754 
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Mitral regurgitation   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.07 P = 0.86 

Egger: bias = P =0.47 

 

 

 
 

Aortic regurgitation   

Bias indicators 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = -0.212  P = 0.38  

Egger: P = 0.39 
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LV diastolic dysfunction 

Begg-Mazumdar: Kendall's tau = 0.0 , P = 1.0  

Egger: P = 0.79 
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7. Données à collectées dans le cadre d’une prise en charge optimale 

standardisée des spondyloarthrites axiales 

7.1. Introduction 

L’objectif thérapeutique principal, défini dans les recommandations françaises de prise en 

charge des SpA, est « d’améliorer la qualité de vie, de contrôler les symptômes et 

l’inflammation, de prévenir les dommages structuraux, de préserver ou restaurer les capacités 

fonctionnelles, l’autonomie et la participation sociale des patients » (40). Afin d’atteindre ces 

nombreux objectifs les rhumatologues ont de nombreux outils à disposition (interrogatoire, 

examen physique, auto-questionnaires, examens d’imagerie, examen biologique…) sans 

qu’une hiérarchisation de leur utilité ait été réalisé. Ainsi, il peut exister des divergences dans 

l’évaluation au diagnostic et pendant le suivi des patients atteints de SpA axiale alors que la 

standardisation de la prise en charge des maladies chroniques peut améliorer le devenir du 

patient. J’ai participé à un travail national présidé par le Pr. Dougados visant à élaborer une liste 

de variables à recueillir lors du diagnostic et pendant le suivi des SpA axiales avec l’objectif 

final d’harmoniser la prise en charge systématique de ce rhumatisme inflammatoire.  

 

Ce travail a été publié dans Joint Bone Spine (impact factor 2020 : 4.9, rang C) où j’apparais en 

2ème auteur.  

 

Dans cet article ma contribution a été de :  

• Réaliser un travail de revue systématique de la littérature visant à identifier les examens 

paracliniques d’imagerie et de biologie à effectuer systématiquement au diagnostic et 

durant le suivi des SpA axiales. 

• Présenter l’ensemble des données de la littérature sur ce sujet lors de la réunion des 

Rencontres d’Expert en Rhumatologie fin 2019 auprès d’une centaine de rhumatologues 

hospitaliers et libéraux. 

• Participer au processus d’élaboration d’un consensus déterminant les variables à 

recueillir systématiquement chez les patients atteints de SpA axiale.  

• Participer à la révision critique de l’article. 

 

En utilisant une approche fondée sur les preuves et un consensus d'experts, nous avons défini 

un ensemble de variables de base à collecter juste après le diagnostic et pendant le suivi des 

patients atteints de SpA axiale en pratique quotidienne.  
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Nous montrons dans ce travail que : 

• Parmi 51 variables étudiées, les variables retenues comme étant obligatoires à collecter 

ou très utiles une fois le diagnostic de SpA axiale posé sont : 

o Auto-questionnaires : douleur lombaire nocturne, durée raideur matinale, 

échelle visuelle analogique d’évaluation globale de la maladie par le patient, 

ASDAS, BASDAI 

o Interrogatoire : antécédents de psoriasis/uvéite/MICI, symptômes d’insuffisance 

cardiaque (dyspnée, malaise) 

o Examen physique : rotation articulation coxo-fémorale, nombre d’articulations 

gonflées, test de Schober 

o Imagerie : radiographie du bassin et du rachis  

o Biologique : CRP et bandelette urinaire 

• Nous avons aussi défini la périodicité de la réévaluation de ces variables qui devraient 

être rapportées : 

o A chaque visite pour la douleur nocturne et/ou la raideur matinale 

o Deux fois par an pour l’échelle visuelle analogique d’évaluation globale de la 

maladie par le patient 

o Une fois par an pour l’ASDAS, BASDAI, survenue d’uvéite/MICI/psoriasis, 

signes d’insuffisance cardiaque, rotation coxo-fémorale, nombre d’articulations 

gonflées 

o Une fois tous les 2 ans : test de Schober 

o De façon non systématique : radiographies des sacro-iliaques, radiographies du 

rachis, CRP, bandelette urinaire 

 

 

7.2. Article 5 : Data to be collected for an optimal management of axial 

spondyloarthritis in daily practice: Proposal from evidence-based and consensual 

approaches. 
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ABSTRACT  

 

Objective:  To propose a list of variables to be collected at the time of the diagnosis and during 

the follow-up of patients with axial spondyloarthritis (ax-SpA) for an optimal management in 

daily practice. 

Methods: The process comprised (1) the evaluation of the interest of 51 variables proposed for 

the assessment of ax-SpA by means a systematic literature research (2) a consensus process 

involving 78  hospital-based or office-based  rheumatologists ,considering the collection of the 

variable in a 4 grade scale from ”potentially useful” to “mandatory”, (3) a consensus on optimal 

timeline for periodic assessment  of the selected variables on a 5 grade scale from “at each visit” 

to “never to be re-collected”. 

Results: The systematic literature research retrieved a total of 14,133 abstracts, of which 213 

were included in the final qualitative synthesis. Concerning the data to be collected at the time 

of the diagnosis and during follow-up, we proposed to differentiate the results based on a) the 

way of collection of the variables (e.g. patient’s self- administered questionnaires versus 

physician’s interview versus physical examination and versus investigations) b) the importance 

of the collection of the variables based on the opinion of the rheumatologists” c) the optimal 

timeline between 2 evaluations of the variable based on the opinion of the rheumatologists   

Conclusions: Using an evidence-based and an expert consensus approaches, this initiative 

defined a core set of variables to be collected and reported at the time of the diagnosis and 

during follow-up of patients with ax-SpA in daily practice. 
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INTRODUCTION 

 

Axial spondyloarthritis (ax-SpA) is one of the most common chronic inflammatory rheumatic 

diseases [1], which mainly affects young adults. The functional consequences of inadequately 

controlled disease alter both patient’s quality of life and professional capacities with direct 

impact on healthcare costs [2]. In addition to the disabling joint manifestations, some ax-SpA 

patients develop extra-rheumatological manifestations such as inflammatory bowel disease, 

uveitis and psoriasis. The prognosis of both rheumatological features (e.g. axial disease, 

peripheral synovitis/enthesitis/dactylitis) and extra-rheumatological manifestations of ax-SpA 

have dramatically improved during the last decades, especially with regard to new treatments 

[3], earlier diagnosis [4] and imaging investigations [5].  

 

The number of variables proposed to evaluate an ax-SpA patient (e.g. patient’s self-

administered questionnaires, physician’s interview, physical exam, specific ax-SpA imaging 

modalities, ...) is enormous. Therefore, a selection of the number of these variables would 

facilitate the daily task of the rheumatologists. Moreover, discrepancies in collecting and 

reporting these outcome measures have been observed between rheumatology teams as well as 

between health professionals who manage ax-SpA patients. For instance, substantial 

differences were observed in physical examination of spinal mobilities between 

physiotherapists and physicians [6] or between physicians.  

 

In order to standardize the collection of variables in both clinical trials and daily practice, two 

decades ago, the Assessment of SpondyloArthritis International Society (ASAS) developed and 

reviewed SpA-specific instruments which were analyzed through the Outcome Measures in 

Rheumatology (OMERACT) filter for relevance and feasibility [7, 8] by means of Delphi 
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method and with a consensus meeting of the working group. ASAS endorsed core-sets of 

domains were Physical Function, Spinal Stiffness, Spinal Mobility Measurement and Patient 

Global Assessment of disease and endorsed also instruments to measure these domains. More 

recently, ASAS has detailed in a handbook the best way to collect outcome measures (7) and 

also the way of collection of outcome measures in clinical trials (4). Finally, the importance of 

a check up to be performed by the rheumatology team not only at the time of the diagnosis 

(usually called initial systematic review) but also during follow-up (usually called periodic 

systematic review) has been emphasized by health care providers such as the National Institute 

for Health and Care Excellence (NICE) recommendations in the United Kingdom [9] or the 

quality standards proposed by ASAS [10]. 

The remaining question is related to the detailed content of these reviews and in particular the 

detailed list of variables reflecting the activity and the severity of the disease to be collected. 

Standardization of management of diseases and in particular chronic diseases has been proven 

to be effective [11]. This is particularly true at the time where the concept of treat to target is 

becoming more and more important in the field of spondyloarthritis [12, 13]. The target is 

defined by a specific threshold in an outcome variable evaluating a surrogate marker of the risk 

of the disease (e.g. disease activity predisposing for subsequent structural damage, 

cardiovascular risk factors such as blood pressure or cholesterol level for subsequent 

cardiovascular diseases, …) This concept requires at the minimum the collection of the outcome 

measure defining the target. The current practice concerning the  collection  of  the surrogate 

markers of the main risks of the disease (e.g. disease activity via the ASDAS instrument, 

cardiovascular diseases risk factors via cardiovascular risk factors) is far to be optimal [14-18]. 

These preliminary remarks prompted us to run an initiative aimed at proposing a list of variables 

to be systematically collected and reported in patients suffering from ax-SpA in daily practice 

differentiating the variables to be collected at the time of diagnosis and during follow-up.  
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METHODS 

This process included systematic literature review and a consensus process, in accordance with 

a methodology adopted in previous similar initiatives (e.g.  Rencontres d'Experts en 

Rhumatologie (RER) and 3E (Evidence, Expertise, Exchange)) [14, 15]. 

Definition of the scope of this initiative 

During the first meeting of the steering committee of this initiative (a convenor (MD), a 

facilitator (AB), 3 rheumatology fellows (XR, AP, MD), 13 rheumatologists all experts in the 

field of SpA and 2 rheumatology nurses (FF and JS)) the following tasks were proposed: 

- To exclude from this initiative the data to be collected in order to detect and/or prevent 

comorbidities. In this area, the steering committee proposed to strictly follow the 

recommendations issued from a similar (RER) initiative [19, 20]. 

- To exclude from this initiative the variables permitting to check the treatment adherence by 

the patient. Here again, in this area, the steering committee proposed to strictly follow the 

recommendations issued from a similar (RER) initiative [21]. 

- To exclude from this initiative the investigations aimed at making a diagnosis. The postulate 

was the following: “Considering that the diagnosis of ax-SpA is confirmed which are, in your 

opinion, the information you need to collect and report in order to optimally monitor/manage 

the patients?” 

- To consider not only the list for variables to collect at the time of the diagnosis but also for 

the selected variables the minimum interval of time these variables have to be collected again. 

- To propose a list of potential variables which will be in the scope of the systematic literature 

research. The list of these variables explored by the systematic literature review comprised 

“conventional” outcome measures of ax-SpA disease activity and severity (e.g. BASDAI, 

BASFI, ASDAS…). However, in order to be in a position to check whether these variables 

have been not only collected but also reported in the patient’s medical file (usually an Electronic 
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Medical Record), some variables were split into different categories. For example, we proposed 

to check the interest of reporting the total score of the BASDAI versus the interest of reporting 

the score of each individual question of the BASDAI. Moreover, we proposed also to check the 

interest of reporting extra-rheumatological manifestations considering not only the most 

frequent ones (e.g. uveitis, psoriasis, inflammatory bowel diseases) but also more rare events 

such as cardiovascular diseases (e.g. aortic regurgitation [22, 23], atrioventricular conduction 

disturbances [24, 25] and urolithiasis [26]). For each variable we tried to be as closer as possible 

from the daily practice. For example, in order to check cardiovascular abnormalities, we 

proposed to check the interest of the interview of the patient versus the systematic prescription 

of an electrocardiogram and/or an echocardiogram. 

- To anticipate the presentation of the results in a chronological order reflecting the daily 

practice (i.e. patient’s self-administered questionnaire followed by the physician’s interview 

physical examination, and finally prescription of laboratory tests and/or imaging modalities). 

Using this procedure, a specific question could be included at different stages. For example, the 

question related to psoriasis occurred in the section “physician’s interview” but also in the 

section “physical examination” and in the “other investigations” (e.g. systematic visit to a 

dermatologist).  The section related to imaging modalities was split into two sub-sections: one 

focused on the ax-SpA-specific imaging modalities of and one focused other investigations 

because of the importance of the imaging modalities evaluating the activity or the severity of 

ax-SpA.  

Hierarchical systematic literature reviews 

The systematic literature review was performed by 3 fellows (MD, XR, AP) from December 

2018 to April 2019, in order to search for evidence of the usefulness and relevance of each 

variable in the context of a systematic review in ax-SpA. 
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The first step of the hierarchical systematic literature reviews consisted of checking whether 

there were data available in international European League Against Rheumatism (EULAR) or 

American College of Rheumatology (ACR) recommendations for SpA management. If none 

were available, the second step retrieved data in systematic literature reviews or meta-analysis. 

If these were not available, the third step focused on clinical trials and ax-SpA cohorts. As the 

search was hierarchical, when data was found at a specific step, the next steps were not applied. 

We used a sensitive search of Medline via PubMed. The combination of key words used for 

this search and the flow charts are detailed in supplementary Figure 1. This search was 

completed by a hand search of references from relevant articles, or reviews. From each selected 

article, the following information was extracted: definition of the variable, measurement 

properties  according to the  OMERACT filter (Truth, Discrimination and Feasibility) [27], how 

to report its occurrence, prevalence and incidence of abnormalities of each variable in ax-SpA 

and the general population and proposed a minimum interval of time between two 

collections/reports. All collected data were compiled in tables and graphs to help appraisal. 

 

Consensus process and votes for agreement 

During a two-day physical meeting in October 2019, the literature review was presented and 

discussed with an expert panel of 83 rheumatologist experts. Amongst them 53% were female; 

44% had office- based activities.  

The literature review was split into 3 workshops, each repeated 3 times. Every attendee 

participated at each workshop once. During these workshops, one fellow presented the 

information issued from the literature search and one convenor (member of the steering 

committee) managed the discussion between the participants.   The next day, members of the 

expert panel were asked to state their level of agreement concerning the collection and the report 

of the different variables based on a 4 grade scale: (i) not very useful, (ii) potentially useful, 
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(iii) very useful, (iv) mandatory. Consensus for usefulness of a specific variable was retained if 

at least 66% of the panel voted for the same grade. If not, the two grades with the higher 

percentages were selected and the expert panel were asked to vote again. The final selected 

grade was the one obtaining at least 50% of the votes during this second round (supplementary 

figure 2).  

Thereafter for the variables which have been considered as very useful or mandatory, the expert 

panel was asked to define  the minimum interval of time between two collections they consider 

optimal using a  5 grade scale: (i) at each visit, (ii) every  6  months, (iii) every year, (iv) every 

other year or more, (v) never re-collected systemically. For variables related to structural 

evaluation the following grade scale was proposed: (i) every other year, (ii) every 5 years, (iii) 

more than 5 years apart, (iv) never re-collected systemically. 

 

RESULTS 

 

Systematic literature reviews 

A total of 14,133 abstracts were retrieved by the searches, of which 213 were included in the 

final qualitative synthesis (supplementary figure 1).  

 

Core set of variables to collect and report during the initial systematic review in ax-SpA 

The list of the 51 evaluated variables and the results of the votes of the expert panel are 

summarized in table 1. The proposed core set of variables to collect and report in the initial 

systematic review in axial spondyloarthritis based on this initiative is presented in figure 1.  

 

1. Patient reported outcomes 
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Despite literature concerning nocturnal pain and morning stiffness was scarce [28], these two 

variables were the only patient-reported outcome (PRO) that were considered as mandatory to 

be collected. Patient global visual analogue scale (VAS), BASDAI and ASDAS global scores 

were considered very useful, whereas the reporting of the 6 questions of the BASDAI score and 

physician global or fatigue VAS were considered potentially useful. Fibromyalgia Rapid 

Screening Tool (FIRST) and BASFI questionnaires were considered not very useful. 

2. Physician’s interview  

The expert panel considered mandatory collecting and reporting history of uveitis, psoriasis and 

inflammatory bowel disease in the initial systematic review in ax-SpA patients. Signs of heart 

failure (dyspnea and malaise) were considered very useful, whereas collecting and reporting 

the history of kidney involvement was only considered potentially useful and history of 

amyloidosis not very useful. 

 

3. Physical examination of ax-SpA 

None of the variables were considered mandatory. Modified Schöber test, coxo-femoral 

rotations and swollen joint count were considered very useful. Indeed other variables of the 

physical examination were only considered potentially useful or not very useful. 

 

4. Specific ax–SpA imaging modalities 

Sacro-iliac joints radiographs were the only variable that was considered mandatory in the 

systematic review. Spine radiographs were considered very useful. Other variables related to 

structural damage were considered not very useful. It must be noticed that the investigation by 

magnetic resonance imaging (MRI) in order to check for either inflammation or structural 

damage was only considered as potentially useful. 
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5. Non-specific-ax-SpA imaging modalities and laboratory tests  

C-reactiv protein (CRP) was the only variable that was considered mandatory in the systematic 

review. Urine strip test was considered very useful. Of note, the panel did not consider the HLA 

B27 typing as very useful in case of a patient with a definite diagnosis of ax-SpA. 

 

6. Periodic systematic review in ax-SpA 

The minimum interval of time for repetition of the variables which have been considered as 

either “mandatory” or “very useful” is presented in table 1 and figure 2. A systematic 

evaluation at each visit was only proposed for morning stiffness and nocturnal pain whereas 

ASDAS and BASDAI were proposed to be systematically collected at least yearly. Moreover, 

search for both extra-rheumatological manifestations (e.g. uveitis, psoriasis, IBD) and hip 

involvement was also proposed to be systematically checked at least yearly. A systematic 

repetition of imaging modalities was not considered as of great interest  

 

 

 

DISCUSSION  

This initiative permitted to propose a list of variables to be collected in a patient suffering from 

a definite ax-SpA, in order to facilitate an optimal management in daily practice. The 

methodology used for this initiative has some strengths and weakness. Moreover the obtained 

results might be considered as intriguing in particular in comparison to the scientific literature 

in this area. 

One of the main strengths of the methodology used for this initiative is the combination of an 

evidence-based and a consensus approach with a representative panel of rheumatologists. 
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However, the fact that we have excluded some outcome measures out of the list of variables 

considered for systematic review could be considered as a weakness. For example, smoking 

habits is a well-known parameter responsible for some comorbidities such as cardiovascular 

diseases [29] or lung cancer [30]. Moreover, smoking habits has been recognized as a 

predisposing factor of the occurrence of ax-SpA and as a predisposing factor of structural 

damage in ax-SpA [31]. Because this variable has been included in the list of variables to be 

checked in the previous task force which was focused on comorbidities in chronic inflammatory 

rheumatic diseases [15, 32], we have not considered this variable in this current initiative. The 

same criticism could be done with regard to the height of the patient. One could consider this 

variable as crucial in the physical examination of a patient with ax–SpA as a good proxy of the 

severity of the axial involvement (height loss in case of loss of lumbar lordosis and /or thoracic 

kyphosis). Because this variable has to be collected in order to calculate the body mass index 

and because the collection of body mass index has been strongly recommended to check for 

comorbidities [15, 32] this variable has not been included in this current initiative. 

Some results can be considered as intriguing in comparison to the information provided in the 

literature. This can be the case for some variables which have not been considered as very useful 

such as the HLA B27 typing or the MRI investigations. In these areas there is an important 

number of publications and recommandations emphasizing the importance of these variables in 

the field of ax-SpA. This importance is usually considered at two levels: either for diagnostic 

or for prognostic purpose. Here we would like to emphasize that the postulate of this current 

initiative was to focus on the variables to be collected in patients with a definite diagnosis. We 

took this decision in order to be in accordance with the current ASAS quality standards [10] 

proposing that a patient should benefit from a comprehensive/holistic review within 2 months 

after the diagnosis has been made (initial systematic review) and also should benefit from this 
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review periodically (periodic systematic review). This approach permitted us to detail the 

content of the recommended initial and periodic systematic reviews. 

Concerning the prognostic value of variables, the discrepancies existing between the literature 

and  the variables proposed by this initiative might be explained by the fact that despite a 

relevant odds-ratio observed in clinical epidemiological studies, the implementation in daily 

practice might have been considered as questionable by the expert panel of this initiative. For 

example, MRI inflammation on sacro-iliac joint [33] and/or vertebra corner [34] are strong and 

independent predisposing factors of  structural progression such as syndesmophyte formation 

or growth. One would expect that MRI would have been included by the panel of 

rheumatologists in this reported initiative. This non–selection is probably explained by the lack 

of clinical relevance at the individual level of data observed in epidemiological studies. Indeed, 

most of new bone formation still develop without previous MRI inflammation [34]. Hence at 

the patient level, MRI inflammation only marginally predicts new syndesmophyte formation 

[35] explaining why this imaging modality is not recommended in daily practice [3, 36]. 

Furthermore, in the German Spondyloarthritis Inception Cohort (GESPIC) and the Outcome in 

Ankylosing Spondylitis International Study (OASIS) cohorts an increase of modified Stoke 

Ankylosing Spondylitis Spine Score (mSASSS) score of 2 units, corresponding to the formation 

of a new syndesmophyte (increase of 3 mSASSS units in case  of bridging syndesmophyte), 

was only associated with a limited alteration of function scores [37, 38]. These data might 

explain why variables predicting structural progression were not included in the core set of 

variables to be collected in our initiative and were discarded from the repetition of these 

investigations. Finally, another potential explanation of some intriguing results of this initiative 

might be the lack of interest (or even the potential deleterious effect [39]) of a systematic 

screening of a rare event. For instance, low grade aortic regurgitation [22, 23] and/or 

atrioventricular conduction disturbances [24, 25] may be often found by systematic 
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electrocardiogram and echocardiogram examinations in ax-SpA patients despite the absence of 

clinical manifestation. However systematic electrocardiogram and echocardiogram were not 

proposed to be included in the core set of variables to collect in our initiative as clinical 

relevance of these abnormalities are not clear.  

 

In summary, to our knowledge, for the first time this initiative permitted to propose a list of 

variables to be collected during initial and periodic systematic reviews of a patient suffering 

from ax-SpA. This initiative should facilitate the implementation in daily practice of the 

recently published quality standards. Obviously similar initiatives conducted in other parts of 

the world might be of interest to check the inter- country variability of the results. Finally, this 

initiative will necessitate regular updates as some new outcome measures may emerge or 

change over time. 

  



 

242 

 

 

 

Table 1. Variables to collect and report for initial and periodic systematic review of axial 

spondyloarthritis 

VARIABLES TO COLLECT AND REPORT RELEVANCE INTERVAL OF TIME BETWEEN     2 
COLLECTIONS/REPORTS 

1.Patient’s self-administered questionnaires 
 

Votes % 
 

Votes % 

patient global VAS * very useful 40/71 53 6 months 41/71 58 
nocturnal back pain and/or morning stiffness ** mandatory 39/71 55 each visit 46/71 65 

BASDAI (global score) very useful 55/71 76 yearly 53/71 75 
BASDAI (6 questions reported) potentially useful 52/71 73 - 

  

ASDAS very useful 56/71 79 yearly 52/71 73 
FiRST not very useful 45/71 63 - 

  

Fatigue VAS * potentially useful 52/71 73 never systematically 52/71 73 
BASFI not very useful 39/71 55 never systematically 61/79 77 

2.Physician’s interview   
     

history of uveitis ** mandatory 59/78 76 yearly 47/71 66 
history of psoriasis ** mandatory 58/80 72 yearly 36/71 51 
history of Inflammatory bowel diseases ** mandatory 66/8 82 yearly 43/71 43 
signs of heart failure (dyspnea, malaise) very useful 69/71 97 never systematically 46/71 65 
history of kidney involvement potentially useful 65/71 91 -   
history of amyloidosis not very useful 69/77 89 -   

       physician global VAS * potentially useful 37/71 52 never systematically 69/83 83 
3.Physical exam 

      
anterior chest wall pain ** potentially useful 49/71 59 never systematically 52/78 66 
occiput – wall distance #  potentially useful 44/71 61 every 2 years or more¥ 47/71 66 
modified Schober (cm) very useful 43/71 61 every 2 years or more¥ 47/71 66 
lumbar lateral flexion (cm) potentially useful 56/71 79 every 2 years or more¥ 47/71 66 
chest expansion (cm) not very useful 40/71 56 every 2 years or more¥ 47/71 66 
finger-floor distance (cm) not very useful 39/71 55 every 2 years or more¥ 47/71 66 
chin-manubrium distance (cm) not very useful 47/71 66 every 2 years or more¥ 47/71 66 
cervical rotation (degrees) potentially useful 52/71 73 every 2 years or more¥ 47/71 66 
coxo-femoral rotations ** very useful 44/71 62 yearly 53/71 75 
swollen joint count very useful 40/71 56 yearly 40/71 56 
enthesitis  potentially useful 50/71 70 never systematically 45/71 63 
BASMI (total score) not very useful 58/71 82 never systematically 69/77 89 
physical examination of psoriasis potentially useful 44/71 62 never systematically 50/71 70 
heart auscultation potentially useful 55/71 78 never systematically 47/71 66 

4.Extra-rheumatological manifestations  
     

- 

systematic visit to the ophtalmologist ** not very useful 63/79 79 -   
systematic visit to the dermatologist ** not very useful 70/81 86 -   
systematic visit to the gastroenterologist ** not very useful 71/88 88 -   
calprotectin in faeces ## not very useful 66/81 82 -   
electrocardiogram not very useful 54/80 68 -   
echocardiography not very useful 72/80 90 -   
spirometry not very useful 60/79 74 -   
chest CT-scan not very useful 64/80 81 -   
urine test strip very useful 70/21 99 never systematically 55/78 71 
kidney ultrasound not very useful 73/81 93 -   
blood calcium and phosphate not very useful 50/70 71 -   
HLA B27 not very useful 36/71 51 -   
CRP mandatory 53/74 72 yearly 41/71 58 

5.Other investigations    
     

sacro-iliac joints X-Rays mandatory 40/71 56 never systematically 45/71 63 
spine X-Rays very useful 44/71 62 never systematically 49/71 69 
sacro-iliac joints MRI  not very useful 48/71 68 -   
spine MRI not very useful 52/73 72 -   
spine CT-scan not very useful 72/74 94 -   
bone scintigraphy  not very useful 72/73 98 -   
sacro-iliac joint PET scan  not very useful 73/73 100 -   
spine PET scan  not very useful 74/74 100 -   
Enthesis ultrasound not very useful 57/73 78 -   
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ASDAS=Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score, BASDAI=Bath Ankylosing Spondylitis 

Disease Activity Index, BASFI=Bath Ankylosing Spondylitis Functionnal Index, BASMI=Bath 

Ankylosing Spondylitis Metrology Index, CRP=C-Reactive Protein, CT=computerized tomography, 

FIRST=Fibromyalgia Rapid Screening Tool, HLA=Human Leukocyte Antigen, MRI=Magnetic 

resonance imaging, PET=positron emission tomography. 

* on Visual Analogic Scale (VAS) a 0 to 10 scale, ** a YES or NO answer, # in cm, ## in mmol/mg 

feces, ¥=Time lime for spinal mobility was consider at once 
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Figure 1. Proposed core sets of variables to collect and report during the initial systematic review 

in axial spondyloarthritis  

 

 
ASDAS=Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score, BASDAI=Bath Ankylosing Spondylitis 

Disease Activity Index, BASFI=Bath Ankylosing Spondylitis Functionnal Index, BASMI=Bath 

Ankylosing Spondylitis Metrology Index, CRP=C Reactive Protein, CT=computerized tomography, 

FIRST=Fibromyalgia Rapid Screening Tool, HLA=Human Leukocyte Antigen, MRI=Magnetic 

resonance imaging, PET=positron emission tomography. 
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Figure 2. Proposed interval of time between two systematic collections and reports of variables 

considered as “mandatory” or “very useful” by the panel of rheumatologists   

 

ASDAS=Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score, BASDAI=Bath Ankylosing Spondylitis 

Disease Activity Index, Spondylitis Metrology Index, CRP=C-Reactive Protein, IBD = inflammatory 

bowel diseases, PRO = Patient Reported Outcomes i.e. patient’s self-administered questionnaire 

 

 

 

  



 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

Les SpA sont des rhumatismes inflammatoires chroniques fréquents et invalidants dont 

l’étiopathogénie est encore mal comprise. Une combinaison de facteurs incluant des facteurs 

génétiques, des facteurs environnementaux et des facteurs mécaniques sont à ce jour évoqués 

pour expliquer le passage d’un état sain vers la SpA. Les données les plus récentes indiquent 

que l’immunité innée a une place centrale dans la physiopathogénèse suggérant que les SpA 

sont des maladies à prédominance auto-inflammatoires (99). La dysbiose intestinale induit une 

perméabilité intestinale accrue, source de translocation bactérienne et de leurs produits 

bactériens, qui pré-activent les monocytes circulants mais aussi les ILC3 et lymphocytes T  

résidents dans l’intestin qui sont secondairement recrutés dans les articulations. Les analyses 

métagénomiques du microbiome intestinal menées dans les SpA n’ont pas permis d’identifier   

la ou les bactéries responsables de la maladie.  L’étude de l’arthrite réactionnelle induite par 

Chlamydia nous a permis de nous focaliser sur l’étude de l’impact d’une infection bactérienne, 

par une bactérie reconnue comme étant responsable de rhumatisme inflammatoire, sur 

l’immunité innée.  

 

Dans mon travail de thèse, j’ai étudié l’hypothèse selon laquelle le macrophage pouvait être 

infecté par Chlamydia, et que telle un « cheval de Troie », il permettait la dissémination de la 

réponse inflammatoire depuis la muqueuse génitale jusqu’à l’articulation. Nous avons mis en 

évidence que le macrophage est nécessaire à la dissémination du Chlamydia dans le tractus 

génital et dans la circulation systémique comme en atteste la présence de l’ADN de Chlamydia 

et du Chlamydia luciférase-GFP dans la rate des souris SKG (395). Nous avons démontré que 

les macrophages sont nécessaires au développement de l’arthrite réactionnelle induite par 

Chlamydia, et que les cytokines clefs dans la SA comme le TNF, l’IL-23 et l’IL-17 sont aussi 

impliqués dans ce sous-type de SpA. Cependant, il reste encore à caractériser sous quelle forme 

Chlamydia persiste dans le cytoplasme du macrophage (corps élémentaire ? corps réticulé ? 

forme persistante ?) et s’il est sous une forme viable. En effet, la détection de l'ADN de C. 

muridarum dans les tissus n'indique pas nécessairement la présence d'organismes viables et ne 

constitue donc pas une preuve certaine d'un état de persistance in vivo. Un autre point important 

à étudier est de savoir quel est l’impact in vivo de l’infection à Chlamydia sur la polarisation 

macrophagique.  
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L’existence d’un état de persistance de Chlamydia est une piste très intéressante à explorer car 

elle pourrait expliquer pourquoi les souris SKG développent de l'arthrite et pas les souris 

BALBc. Dans des conditions de stress, Chlamydia peut réagir en entrant dans un état de 

persistance, état réversible adapté à la survie à long terme caractérisé par une interruption 

temporaire du cycle de réplication. Dans cet état, Chlamydia reste viable mais non cultivable. 

De nombreux stimuli induisent la persistance des Chlamydia, notamment l'IFN-. Ce dernier a 

des effets antimicrobiens sur Chlamydia et limite sa réplication. Il existe un défaut de 

production d'IFN- par les lymphocytes T CD4+ reconnaissant spécifiquement l'antigène 

MOMP de Chlamydia chez la souris SKG (342). Ce déficit initial de production d'IFN- 

pourrait faciliter la réplication de C. muridarum et avoir un impact sur la persistance de 

l’infection. Il est envisageable que les macrophages des souris SKG abritent ainsi des niveaux 

plus élevés de Chlamydia parce qu'ils ne peuvent pas les éliminer correctement en raison d’une 

sécrétion d'IFN- insuffisante. Or, nous savons déjà que la charge bactérienne en Chlamydia est 

corrélée à la sévérité de l’arthrite (342). Ce déficit de production en IFN- observé dans le 

modèle SKG est d’ailleurs retrouvé dans la SA humaine (396). Chez l’Homme, un défaut de 

réponse Th1 semble expliquer que l’arthrite réactionnelle devienne chronique. Nous avons 

montré de façon indirecte qu’une infection chronique pourrait favoriser l'arthrite. En effet, un 

traitement antibiotique efficace sur Chlamydia débuté dès l’apparition de l’arthrite diminue 

l’inflammation articulaire comme ce qui est observé dans une étude menée chez l’Homme dans 

l’arthrite réactionnelle chronique (261, 395). Dans la littérature, la persistance de Chlamydia a 

été explorée principalement en culture cellulaire et certaines observations ont été reproduites in 

vivo. Démontrer un état de persistance de Chlamydia in vivo dans des tissus éloignés du site 

d'infection est un défi et nécessite de multiples techniques d'analyses complémentaires (RT-

qPCR, culture de Chlamydia à partir des tissus, microscopie électronique...). La polarisation 

M2 des macrophages est une condition favorable à la persistance de Chlamydia (295). Des 

données préliminaires ex vivo suggèrent que les macrophages issus de la moelle osseuse des 

souris SKG ont une polarisation M2 (IL-4) plus franche que les macrophages de souris BALBc 

ce qui pourrait favoriser la persistance de Chlamydia (Figure 24). Ces données devront être 

répliquées et confirmées par des techniques additionnelles (RT-qPCR, production cytokinique). 

Un travail spécifique devra être effectué pour répondre à l’ensemble de ces questions.   
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Figure 24. Les macrophages issus de la moelle osseuse des souris SKG ont une polarisation M2 

préférentielle. 

 

Mesure de la concentration de NO, définissant une polarisation M1, dans le surnageant (A) de culture de macrophages 

obtenus par différenciation des cellules issues de la moelle osseuse avec du CSF1 (20ng/mL) maintenu pendant 6 

jours de souris BALBc (ronds blancs) et SKG (ronds noirs). 20ng/ml d’INF-gamma et 100ng/ml de 

lipopolysaccharide (LPS) étaient ajoutés au milieu pendant 24h pour induire une polarisation M1 et 20ng/mL d’IL-

4 pour entrainer une polarisation M2. L’absence d’ajout de cytokines dans le milieu définissait la polarisation M0. 

Mesure de la production d’urée, reflétant l’activité arginase (polarisation M2), dans le lysat cellulaire rapportée à 

la quantité de protéine déterminée par méthode de Bradford (B). t-test, *p-value<0,05, n=3 expériences. 

 

Les muqueuses sont des barrières physiques permettant d’empêcher l’invasion de l’hôte par des 

agents pathogènes. Les Ig A sont des anticorps produit localement dans les muqueuses et sont 

un acteur primordial de l’immunité mucosale. Le CD74 est surexprimé par les cellules 

épithéliales intestinales au cours de l’inflammation digestive (397). L’activation du CD74 

favorise des mécanismes impliqués dans la restauration de l’intégrité de la barrière épithéliale 

digestive (397). Dans les SpA, le taux d’IgA anti-CD74 circulant augmente apportant une 

preuve indirecte d’une mise en jeu de l’immunité mucosale intestinale (346). Afin d’expliquer 

la survenue chez certaines femmes de fibrose tubaire dans les suites d’une infection à C. 

trachomatis, l’hypothèse de la survenue d’une infection chronique digestive a été avancée. Ce 

concept du « Two hit model » admet qu’il existe un portage chronique de Chlamydia dans le 

colon terminal qui serait à l’origine d’une stimulation chronique de l’immunité mucosale 

entrainant la génération de lymphocytes CD8+ et de cytokines pro-fibrotiques (TNF et IL-13) 

responsables des lésions fibrotiques (348). La proximité anatomique entre le rectum et 

l’appareil génital laisse aussi évoquer la possibilité de survenue de réinfections itératives (348). 

Nous avons mis en évidence la présence d’ADN de C. muridarum à 12 semaines post-infection 

dans le modèle SKG uniquement dans le colon distal/rectum (Figure 15). A ce stade nous ne 

savons pas sous quelle forme est le Chlamydia dans le colon (corps élémentaire ? état de 
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persistance ?) et quelles cellules sont infectées (cellules épithéliales ? cellules immunitaires ?).  

Il est troublant de constater que l’hypothèse de l’« axe intestin-articulation » actuellement en 

vogue pour expliquer la SA pourrait être aussi impliqué dans l’arthrite réactionnelle induite par 

Chlamydia alors que l’infection initiale survient à distance, dans le tractus génital. Il est possible 

que le Chlamydia qui se retrouve dans l’intestin amorce une activation de l’immunité mucosale 

et que des cellules immunitaires (ILC3, lymphocytes T ) migrent secondairement dans les 

articulations comme dans la SA (Figure 25).   

 

Figure 25. Hypothèses des mécanismes physiopathogéniques amenant à l’apparition de l’arthrite 

réactionnelle induite par Chlamydia 

 

Chlamydia infecte le macrophage qui migre ensuite dans le tractus génital haut. Les lymphocytes T CD4+ ont un 

défaut de production en IFN- conduisant à un défaut d’élimination et une persistance du Chlamydia dans le 

cytoplasme du macrophage. Le macrophage transporte secondairement le Chlamydia du tractus génital vers 

l’articulation et le colon. Le stress mécanique entraine une production de CCL2 au niveau de l’enthèse permettant 

le recrutement de monocytes. Le macrophage dans l’articulation produit du TNF et de l’IL-23 qui est responsable 

de l’activation locale des ILC3, lymphocytes T  et de l’expansion des lymphocytes Th17. En retour, ces dernières 

produisent de l’IL-17 responsable de l’arthrite et de l’enthésite. Le Chlamydia se propage au niveau de rectum à 

la suite de l’infection génitale. Le portage chronique intestinal de Chlamydia pourrait être responsable d’une 

activation locale des ILC3 et lymphocyte T  qui migrent secondairement pour être recrutées dans les articulations 

et entrainer le développement d’une arthrite à la suite de la sécrétion d’IL-23 par les macrophages. 
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Dans l’arthrite réactionnelle humaine, une dysbiose intestinale s’installe. Elle est caractérisée 

par une augmentation des entéropathogènes tels que Erwinia et Pseudomonas alors que des 

bactéries commensales (Blautia, Coprococcus, Roseburia, et Collinsella) se font plus rares 

(398). Le microbiote intestinal différait chez les patients avec uvéite et sacroiliite 

radiographique (prédominance de Erwinia et de Ruminococcaceae) et enthésites 

(prédominance Campylobacter) (398). De façon intéressante, le genre Dialister était aussi 

enrichi chez ces patients, alors qu’il a été rapporté qu’il était un marqueur microbien d’activité 

dans la SA (398, 399). Comme l’arthrite réactionnelle fait partie du spectre nosologique des 

SpA, il est fortement envisageable que la dysbiose intestinale soit un autre point commun entre 

toutes ces maladies renforçant l’hypothèse de l’axe « intestin-articulation » qui serait impliqué 

dans le déclenchement de la maladie (398). Cependant, dans les études chez l’Homme il est 

toujours difficile de savoir si les modifications du microbiote sont la cause ou la conséquence 

de l’arthrite d’où l’intérêt d’étudier des modèles animaux.  Ce travail de thèse illustre que 

l’étude de modèles animaux permet d’améliorer notre compréhension des mécanismes 

impliqués dans les rhumatismes inflammatoires chroniques.  

 

Le développement des biothérapies dans le domaine de la rhumatologie a révolutionné la prise 

en charge des patients atteints de SpA. Afin de démontrer l’efficacité des stratégies de 

traitement, des études tentent de prouver l’effet des biothérapies sur la prévention de la survenue 

de lésions structurales arguant que ces dernières sont des données importantes pour juger de 

l’handicap futur du patient. Cependant, il s’avère que l’altération de la fonction au cours des 

SpA est surtout expliquée par l’inflammation plus que par les lésions structurales au rachis et 

aux sacro-iliaques (371, 400, 401). Ce constat rend nécessaire d’apporter de nouveaux outils 

pour évaluer la composante inflammatoire du rhumatisme. En effet, cette dernière reste difficile 

à apprécier objectivement du fait que plus de la moitié des SpA n’ont pas de syndrome 

inflammatoire biologique (377). Dans le domaine de l’expérimentation l’animale, l’étude de la 

fonction au cours de l’arthrite est que très rarement évaluée comparativement aux dommages 

structuraux. Nous montrons dans cette thèse que l’étude de la fonction chez le petit animal est 

possible dans le domaine de la rhumatologie, et est facilitée par l’utilisation de cages connectées 

numériques (DVC®). Cet outil permet d’obtenir des informations pertinentes sur un paramètre 

important en médecine humaine. Dans de futures expériences, nous évaluerons la sensibilité du 

DVC® à capter un changement d’activité spontanée des souris au cours d’un traitement reconnu 

comme étant efficace dans la SA (anti-TNF, adalimumab) afin de valider l’intérêt de cet outil. 

L’imagerie par contraste de phase des rayons X que nous étudions actuellement dans nos 
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modèles murins, en collaboration avec le laboratoire STROBE, est une technique d’imagerie 

prometteuse permettant d’évaluer à la fois les parties molles et l’os avec une résolution bien 

supérieure à ce qui est obtenue par des techniques de radiographie conventionnelle basée sur 

l’étude de l’absorption des rayons X (Figure 23). Actuellement, nous explorons l’intérêt de 

cette technologie sur le petit animal afin d’améliorer nos outils à disposition pour évaluer 

l’inflammation et la destruction articulaire. Ce travail sur le petit animal est important car il est 

envisagé que cette nouvelle modalité d’imagerie puisse à terme être disponible en médecine 

humaine.  

 

L’évolution des rhumatismes inflammatoires chroniques est très hétérogène d’un patient à un 

autre. La classification nosologique actuelle est basée sur des paramètres cliniques biologiques 

et radiologique. Néanmoins, sous la même entité nosologique peuvent se retrouver des 

rhumatismes avec des présentations très diverses. Une sous-classification des rhumatismes en 

« cluster » basée notamment sur les mécanismes de dysrégulations immunitaires pourrait 

améliorer le devenir des patients en permettant d’utiliser des stratégies thérapeutiques ciblées 

adaptées (402). De nombreux nouveaux outils thérapeutiques ont été mis à la disposition des 

cliniciens ces dernières années pour traiter les SpA. Néanmoins, force est de constater que 

quelle que soit la molécule testée, le pourcentage de patients répondant au traitement reste stable 

(40-50%) dans les essais thérapeutiques (403). Une nouvelle classification des SpA selon les 

mécanismes moléculaires impliqués pourrait peut-être améliorer la réponse thérapeutique des 

patients aux biothérapies mais aussi permettre d’identifier ceux les plus à risque de développer 

des formes graves nécessitant une stratégie thérapeutique plus incisive. Ce travail a été mené 

récemment dans le syndrome de Gougerot Sjögren (404). La combinaison de données 

transcriptomiques, génomiques, épigénétiques et immunologiques a permis d’identifier quatre 

groupes de patients dans cette maladie correspondant à des dysrégulations immunitaires 

distinctes qui pourraient expliquer les nombreux résultats négatifs de plusieurs essai 

thérapeutiques (404). Dans cette thèse, nous avons montré que la calprotectine sérique, alarmine 

sécrétée par les neutrophiles et monocytes, ne permet pas d’identifier les patients à risque de 

progression radiographique dans les SpA débutantes. Cependant, les SpA les plus 

inflammatoires répondant aux critères ASAS ont des taux de calprotectine sérique plus élevés 

suggérant indirectement que les neutrophiles et les monocytes sont impliqués dans 

l’inflammation des enthèses. Le suivi longitudinal de la calprotectine sérique dans une maladie 

médiée par le neutrophile, les VAA, permet d’identifier les sujets à risque de présenter une 

altération de la fonction rénale au cours du traitement d’entretien. Il est probablement difficile 
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d’attendre qu’un unique dosage d’un biomarqueur reflétant l’état du sujet à un moment donné 

soit suffisant pour prédire la sévérité future de la maladie qui met en jeu des mécanismes 

dynamiques complexes.  

 

Les SpA sont fréquemment associées à des manifestations extra-articulaires conduisant le 

rhumatologue à prendre en charge de façon holistique son patient en dépistant et en prenant en 

charge les comorbidités associées (ostéoporose, facteurs de risques cardiovasculaire, maladie 

cardiovasculaire, dépression…) et le défaut d’adhérence médicamenteuse (36, 405) Nous 

pensons que la standardisation des examens initiaux et périodiques en ce qui concerne les 

variables à recueillir et à rapporter dans les dossiers médicaux facilitera mais aussi améliorera 

la prise en charge des SpA axiale. En utilisant une approche fondée sur les preuves et un 

consensus d'experts, nous avons défini un ensemble de variables de base à collecter juste après 

le diagnostic et pendant le suivi des patients atteints de SpA axiale en pratique quotidienne 

(406). Point intéressant, parmi les éléments considérés comme obligatoire ou très utile on 

retrouve la recherche annuelle de manifestations extra-articulaires (uvéite, psoriasis et MICI) 

mais aussi de signes évocateurs d’insuffisance cardiaque au vu des atteintes cardiovasculaires 

rapportées dans la littérature. Dans une optique de prévention, il parait préférable de dépister 

des atteintes cardiaques avant que surviennent des signes d’insuffisance cardiaque. Se pose 

donc la question d’effectuer des échographie trans-thoracique de dépistage dans les SpA 

axiales. Notre travail de méta-analyse montre que l’échographie trans-thoracique ne retrouve 

pas une augmentation de la prévalence des valvulopathies et des signes de dysfonction 

systolique du ventricule gauche dans la SA. En revanche, il existe une altération des paramètres 

de la fonction diastolique du ventricule gauche dans la SA sans que la qualité des études 

jusqu’alors menées nous permette d’affirmer l’existence d’une prévalence augmentée de 

dysfonction diastolique du ventricule gauche. D’autres travaux sont donc nécessaires pour 

éclaircir ce dernier point, notamment en s’astreignant à utiliser les définitions les plus récentes 

de la dysfonction diastolique en échocardiographie. Ces altérations de la fonction myocardique 

sont une piste à explorer qui pourrait expliquer la prévalence augmentée d’insuffisance 

cardiaque et de cardiopathie ischémique observée chez des jeunes patients atteints par la SA 

(407). Nous pensons que le processus inflammatoire au cours des SpA est responsable d’une 

dysfonction de la micro-vascularisation coronarienne source d’ischémie myocardique pouvant 

entrainer une cardiomyopathie à long terme. Une étude visant à évaluer la réserve coronarienne 

dans les rhumatismes inflammatoires chroniques est en cours au sein du laboratoire. Les 

premiers résultats mettent en lumière que 38,8% (7/18) des SA ou de rhumatismes psoriasiques 
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ont une atteinte de la réserve perfusionnelle en scintigraphie myocardique. Les 

coronarographies réalisées chez ces 7 patients confirment la présence en majorité d’une 

dysfonction endothéliale microvasculaire (71,5%, 5/7) conduisant à une intensification du 

traitement cardiologique. L’étude de la réserve coronarienne par scintigraphie myocardique 

permettra peut-être de mieux apprécier le risque cardiovasculaire des patients atteint de 

rhumatisme inflammatoire chronique (16). Afin de mieux disséquer les mécanismes reliant 

l’immunité aux évènements cardiovasculaires observés dans la SA, nous pensons que l’étude 

du modèle murin SKG pourrait aider à améliorer nos connaissances dans ce domaine. Pour cela 

nous sommes en train d’étudier les fonctions systolique et diastolique myocardique par 

échocardiographie au cours de l’arthrite dans le modèle SKG mais aussi chez des souris SKG 

qui seront invalidées pour le Ldlr par la technologie CRISPR/Cas9, mutation nécessaire pour 

que ces dernières développent de l’athérosclérose.  

 

L’aortite, l’insuffisance valvulaire aortique et le troubles de la conduction cardiaque sont des 

manifestations extra-articulaires reconnues dans la SA avec des formes sévères décrites avant 

les années 90’s (408). Cependant, nous n’avons pas remarqué d’augmentation de la prévalence 

des valvulopathies détectées par échocardiographie dans la SA. Le risque de chirurgie 

valvulaire et de pose de pacemaker dans la SA n’est au final que légèrement plus élevé chez les 

patients âgés atteints par la SA comparés à des sujets contrôles indiquant que les formes les 

plus sévères sont rares (409). La moitié de la surmortalité observée dans la SA était auparavant 

attribuées directement à des complications de la maladie, dont l’amylose secondaire qui 

expliquait jusqu’à 12.5% du risque de décès durant la période 1992-1994 (410). Cependant, il 

est maintenant exceptionnel de retrouver des amyloses chez les patients suivis pour une SA 

suggérant que la sévérité des SpA a diminuée au cours du temps. Ce même phénomène est 

observé dans la PR (411, 412).  La première hypothèse pour expliquer ce phénomène serait 

d’associé cette amélioration par l’utilisation de stratégies thérapeutiques plus efficaces. Il est 

vrai que l’arrivée des anti-TNF depuis 2003 a révolutionné le contrôle des symptômes dans la 

SA. Un traitement plus précoce pourrait expliquer la diminution de la prévalence observée de 

l’amylose AA. Cependant, malgré l’apport indéniable de l’IRM pour identifier des signes 

d’inflammation avant l’apparition des lésions structurales, le délai diagnostique des SpA n’a 

pas profondément été diminué (413, 414). Probablement que le meilleur contrôle de 

l’inflammation des patients ne répondant pas aux AINS grâce aux anti-TNF explique la 

diminution de la prévalence de l’amylose dans la SA. Les anti-TNF n’ont néanmoins pas un 

effet structural majeur tout comme les AINS dans la SA (415). Une étude menée en Norvège 
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durant la période 1992-1994 rapporte que 18,6% des patients suivis pour SA (moyenne d’âge 

41,8 ans, moyenne durée maladie 16,5 ans) avaient une ankylose étagée du rachis appelée 

« colonne bambou » (416). Au Brésil, la prévalence des « colonnes bambou » montait jusqu’à 

20,4% dans la SA durant la période 1988-1998 (417). Ces observations contrastent avec le 

sentiment qu’il existe une diminution des patients présentant ces formes sévères de SA même 

si cette démonstration n’a pas été faite à ma connaissance dans la littérature. Par ailleurs, 

l’incidence des remplacements de valves aortiques, de chirurgie mitrale et de pose de 

pacemaker comparé à des sujets contrôles est restée stable sur la période de 1999-2003 à 2009-

2013 suggérant que les anti-TNF n’ont pas un effet majeur sur les manifestations cardiaques les 

plus sévères (409). Il est ainsi légitime de se poser la question si les SpA sont devenues moins 

sévères au cours des années du fait de modifications de facteurs environnementaux, et ce, de 

façon indépendante des progrès thérapeutiques. D’ailleurs, malgré l’augmentation de 

l’incidence des infections génitales à C. trachomatis en Australie la prévalence de l’arthrite 

réactionnelle semble diminuer. Pourtant le dépistage de cette infection largement 

asymptomatique concerne moins de 10% de la population jeune en Australie. Il est donc 

difficile d’expliquer cette diminution d’incidence par la seule utilisation d’une antibiothérapie 

adaptée précoce (251). Des autres facteurs rentrent probablement en jeu. La consommation de 

tabac pourrait en faire partie. Le tabagisme, facteur associé à un risque accru de progression 

structurale dans la SA conduisant à la formation de « colonne bambou » (418, 419), a été réduit 

dans de nombreux pays au cours de ces vingt dernières années du fait des efforts de lutte anti-

tabac menés par les différents gouvernements (420). D’autres facteurs comme l’exposition à 

des particules fines en suspension dans l’air et l’alimentation semblent associés avec une 

sévérité accrue des SpA (421, 422). Nous avons d’ailleurs observé que l’apport de certains 

prébiotiques comme l’inuline, polysaccharides de type fructane classés dans les fibres 

alimentaires solubles, stimulent la production d’IL-17 et d’IFN- par les lymphocytes Th17 et 

CD8+ intra-épithéliaux intestinaux et entrainent une augmentation de la sévérité de l’arthrite 

dans le modèle SKG (Figure 26). L’étude des facteurs environnementaux et leurs implications 

dans les SpA est un domaine d’investigation important qui pourrait amener à une meilleure 

compréhension de la pathogénèse de cette maladie et une meilleure prise en charge du patient. 
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Figure 26. L’inuline stimule l’expansion dans l’intestin des lymphocytes Th17 et des CD8+ 

producteurs IFN- et a tendance à augmenter la sévérité des arthrites dans l’arthrite réactionnelle 

à Chlamydia.  

 

Schéma expérimental (A) : 7,2g/100mL d'inuline (Orafti Inulin, Beneo) a été ajouté à l’eau de boisson 4 semaines 

avant l'infection puis poursuivi tout au long de l'expérience. Des souris BALBc et SKG ont été infectées en intra-

vaginal par 7.104IFUs de Chlamydia muridarum (Cmu). L’index inflammatoire des articulations (variation du 

gonflement des pattes par rapport aux mesures de référence avant l’infection) a été suivi de façon hebdomadaire. 

Afin de suivre l’évolution de la charge bactérienne, des frottis cervico-vaginaux ont été effectués. A la mise à mort, 

les lymphocytes intra-épithéliaux des colons ont été isolés et analysés en cytométrie en flux. Index inflammatoire 

aux chevilles au cours du temps. Moyenne±SEM (B). Charge vaginale de Chlamydia muridarum trois jours après 

infection. Moyenne±SEM (C). Analyse par cytométrie en flux de la production cytokinique des lymphocytes T , 

CD4+ et CD8+ intra-épithéliaux du colon. Moyenne±SD (D). t-tests, *p<0,05. 

 

En conclusion, ce travail montre que le macrophage est exploité par le Chlamydia pour 

disséminer l’infection du tractus génital vers des organes périphériques entrainant une arthrite 

réactionnelle médiée par le TNF, l’IL-17 et l’IL-23, cytokines clefs dans la physiopathogénèse 

des SpA. L’étude de l’arthrite réactionnelle est une occasion unique de mieux comprendre 

l’interaction bactérie-système immunitaire qui conduit au développement des SpA.  
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