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RÉSUMÉ 

La spondyloarthrite (SpA) est un rhumatisme inflammatoire chronique fréquent et invalidant. 

Plus d’une vingtaine de locus de susceptibilité à la maladie ont été identifiés à ce jour, dont HLA-B27 

situé dans le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). L’objectif de ce travail était d’identifier de 

nouveaux facteurs génétiques de susceptibilité à la SpA grâce à une double approche d’études 

familiales et de génomique fonctionnelle. 

Dans la première partie, nous avons génotypé des familles multiplex de SpA. L’analyse de 

liaison non paramétrique a révélé la présence, en plus du CMH, d’un nouveau locus significativement 

lié à la SpA en 13q13. L’étude de ce locus nous a permis de restreindre la région d’intérêt à un 

intervalle de 1,3 Mb, dont le séquençage est en cours. Par ailleurs, l’étude d’association intra-

familiale a identifié un SNP intronique de MAPK14 significativement associé à la SpA. Enfin, nous 

avons montré que l’un des SNPs du gène IL23R connu pour être associé à la spondylarthrite 

ankylosante était en fait associé à la présence d’une sacro-iliite radiologique dans la SpA. 

Parallèlement aux études familiales, nous avons comparé le transcriptome de cellules 

dendritiques de neuf patients atteints de SpA à celui de dix témoins sains. Nous avons ainsi identifié 

81 gènes différentiellement exprimés. Nous avons aussi montré que l’expression génique d’ERAP1 (et 

à un moindre degré son expression protéique et son niveau d’activité enzymatique) étaient sous le 

contrôle de polymorphismes de ce gène associés à la SpA. 

Mots clés : spondyloarthrite, génétique, étude de liaison, association intra-familiale, 

transcriptomique, cellules dendritiques, eQTL 

ABSTRACT 

Spondyloarthritis (SpA) is a frequent and disabling chronic rheumatic disease. To date, more 

than 20 susceptibility loci have been identified, including HLA-B27 in the major histocompatibility 

complex (MHC). Most of the disease heritability remains to be elucidated. The aim of the study was 

to identify new genetic factors of susceptibility to SpA using an approach combining genetics and 

functional genomics. 

In the first part of this work, we genotyped SpA multiplex families with microarrays of 

250,000 SNPs. Non parametric linkage analysis revealed a new locus significantly linked to SpA 

outside the MHC, in 13q13. Further studies on this locus allowed us to map the disease interval to a 

1.3 Mb region, which will be soon sequenced. Moreover, family-based association study identified a 

significant association between one intronic SNP in MAPK14 and SpA. We also showed that one of 

the known ankylosing spondylitis-associated SNP in IL23R was indeed associated with sacroiliitis in 

SpA.  

We have also compared dendritic cells gene expression between nine SpA patients and ten 

controls and identified 81 genes differentially expressed. Moreover, we showed that ERAP1 gene 

expression (and at a less extent protein expression and enzymatic activity) is under the control of 

several polymorphisms in the gene which has previously been associated with SpA.  

Keywords: spondyloarthritis, genetics, linkage analysis, family-based association, transcriptomics, 

dendritic cells, eQTL 



2 
 

REMERCIEMENTS 

Au terme de ces quatre années, il est temps de remercier l’ensemble des personnes qui ont participé 

de près ou de loin à cette « aventure », en espérant n’oublier personne.  

Mes premiers remerciements vont à mon directeur de thèse, Maxime BREBAN, pour m’avoir confié 

ce sujet passionnant et donné les moyens de réaliser ce travail. Grâce à votre enthousiasme sans 

faille et à la confiance que vous m’avez accordée, j’ai pu traverser sans encombre les moments les 

plus difficiles. J’espère avoir été à la hauteur de vos attentes et continuer encore longtemps à 

travailler à vos côtés.  

Je remercie Henri-Jean GARCHON pour avoir co-dirigé ce travail et avoir su faire preuve de patience 

et de pédagogie pour m’expliquer les statistiques et la génétique. Votre rigueur et vos compétences 

ont été primordiales à l’avancée de cette thèse.  

Je tiens à remercier tous les membres de mon jury de thèse. Merci au professeur Jean ROUDIER de 

me faire l’honneur d’en être le président. Je remercie les professeurs Elisabeth PETIT-TEXEIRA et 

Arnaud CONSTANTIN d’avoir pris le temps de rapporter ce travail, je les remercie également pour 

leurs remarques constructives sur le manuscrit. 

Ma reconnaissance va aussi à Gilles CHIOCCHIA, co-directeur du laboratoire, pour m’avoir accueillie 

au sein de l’équipe et pour son regard toujours positif et constructif. 

Ce travail n’aurait pas pu voir le jour si d’autres avant moi n’avaient pas ouvert le chemin : je 

remercie Elena et Amir qui, grâce à la qualité de leurs travaux, ont permis de construire ce projet sur 

des bases solides. Merci pour votre aide précieuse, notamment lors de mes débuts sur ce projet.  

Rien n’aurait été possible sans l’ensemble des patients et de leurs familles qui ont accepté de 

participer aux études génétiques et sans le travail méticuleux d’inclusion de Roula et d’Ariane.  

Un grand merci à ceux avec qui j’ai travaillé au quotidien. Un merci tout particulier à Alice : travailler 

avec toi a toujours été un plaisir grâce à ton enthousiasme et ta bonne humeur jamais mise à mal ! 

Nelly, merci de m’avoir initiée (bien que brièvement) au L2 et surtout pour le café du matin et le RER 

du soir ! Merci à Brigitte, Emmanuel, Tifenn, mais également aux étudiants de passage (Karim, Zeyna, 

Camille). 

Une pensée pour toute la plateforme de génomique, et tout particulièrement pour Sébastien, pour 

l’aide qu’ils m’ont fourni tout au long du projet. 



3 
 

Je n’oublie bien sûr pas tous les pensionnaires passés ou présents du laboratoire, que ce soit à 

Cochin ou à Montigny : mes colocataires de couloir (Emna, Sandrine), puis de bureaux (Amir, Luiza, 

Olivier, Tifenn,  Valérie) et tous les autres : Abdel, Adèle, Aurélie, Aurore, Catherine, Cindy, Claudine,  

Greg, Ingrid, Isabelle, Marie-Agnès, Nathalie, Ourdia, Roméro, Sandrine, Simon, Sylvie, sans oublier la 

« Giraud » team (Clotilde, Mathieu, Nada), la « Allanore » team (Barbara, Muriel, Eugénie, Maxime) 

et bien sûr la plateforme d’imagerie du petit animal (Didier, Gilles, Carmen, Frank). Et tous les autres 

que j’oublie… 

Autres temps, autres lieux : merci à tous mes anciens collègues du CHU de Nancy et à l’ensemble du 

service de rhumatologie d’Ambroise Paré (et tout particulièrement à Gilles et Maria-Antonietta) pour 

cette première année passée à leurs cotés, en espérant qu’il y en ait de nombreuses autres !  

Enfin, des remerciements tout particuliers à ma famille et mes amis pour le soutien et l’aide qu’ils 

ont pu m’apporter au quotidien. Merci notamment aux relecteurs attentifs du manuscrit (ils sauront 

se reconnaître…). 

Merci à tous ! 

 

 

 

 

 

 

  



4 
 

TABLE DES MATIÈRES 
 

RÉSUMÉ ................................................................................................................................................................................. 1 

REMERCIEMENTS .............................................................................................................................................................. 2 

TABLE DES MATIÈRES..................................................................................................................................................... 4 

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX .................................................................................................................. 8 

LISTE DES ABRÉVIATIONS ............................................................................................................................................ 9 

PREMIÈRE PARTIE : INTRODUCTION GÉNÉRALE............................................................................................ 11 

Chapitre 1. La spondyloarthrite : aspects épidémiologiques, cliniques et thérapeutiques ......... 12 

I.1. Épidémiologie .......................................................................................................................... 12 

I.1.1 Prévalence ......................................................................................................................... 12 

I.1.2 Sexe ratio ........................................................................................................................... 12 

I.1.3 Âge de survenue ................................................................................................................ 13 

I.2. Diagnostic et traitement.......................................................................................................... 14 

I.2.1 Manifestations cliniques ................................................................................................... 14 

I.2.1.1 Manifestations articulaires ......................................................................................... 14 

I.2.1.2 Manifestations extra-articulaires ............................................................................... 16 

I.2.2 Examens complémentaires ............................................................................................... 18 

I.2.2.1 Examens biologiques .................................................................................................. 18 

I.2.2.2 Imagerie ...................................................................................................................... 18 

I.2.3 Traitement ......................................................................................................................... 20 

I.2.3.1 Traitements médicamenteux ..................................................................................... 21 

I.2.3.2 Traitements physiques ............................................................................................... 22 

I.2.3.3 Traitements chirurgicaux ............................................................................................ 22 

I.3. Concept unifié de spondyloarthrite ........................................................................................ 23 

I.3.1 Les sous-types de spondyloarthrite ................................................................................... 23 

I.3.1.1 Spondylarthrite ankylosante ...................................................................................... 23 

I.3.1.2 Rhumatisme psoriasique ............................................................................................ 23 

I.3.1.3 Arthrites réactionnelles .............................................................................................. 24 

I.3.1.4 Arthrites associées aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin ............... 24 

I.3.1.5 Spondylarthrites indifférenciées ................................................................................ 24 

I.3.2 La spondyloarthrite, un regroupement justifié ................................................................. 24 

I.3.3 Critères de classification de la spondyloarthrite ............................................................... 25 

I.3.3.1 Critères d’Amor .......................................................................................................... 25 

I.3.3.2 Critères de l’European Spondyloarthropathy Study Group ....................................... 25 

I.3.3.3 Critères de l’Assessment of SpondyloArthritis international Society ........................ 27 

Chapitre 2. Méthodologie de la génétique des maladies complexes .......................................................... 29 

II.1. Caractérisation de la variabilité génétique humaine ............................................................. 29 

II.1.1 Microsatellites .................................................................................................................. 29 

II.1.2 Polymorphismes mono-nucléotidiques ............................................................................ 30 



5 
 

II.1.3 Variations du nombre de copies....................................................................................... 30 

II.2. Analyses de liaison génétique ................................................................................................ 31 

II.2.1 Analyses de liaison paramétriques ................................................................................... 31 

II.2.1.1 Calcul du LOD score ................................................................................................... 32 

II.2.1.2 Prise en compte de l’hétérogénéité de locus : LOD score d’hétérogénéité ............. 33 

II.2.1.3 Interprétation des résultats ...................................................................................... 34 

II.2.1.4 Analyses paramétriques et maladies complexes ...................................................... 34 

II.2.2 Analyses de liaison non paramétriques ............................................................................ 35 

II.2.2.1 Méthode des paires de germains atteints ................................................................ 35 

II.2.2.2 Extension à d’autres types de structures familiales .................................................. 36 

II.2.2.3 Interprétation des résultats ...................................................................................... 37 

II.3. Analyses d’association génétique........................................................................................... 38 

II.3.1 Déséquilibre de liaison ..................................................................................................... 38 

II.3.2 Tests d’association ........................................................................................................... 40 

II.3.2.1 Analyses cas-témoins ................................................................................................ 40 

II.3.2.2 Études d’association intra-familiale .......................................................................... 41 

II.3.3 Stratégie générale ............................................................................................................ 41 

II.3.3.1 Approche gène-candidat ........................................................................................... 42 

II.3.3.2 Approche génome entier .......................................................................................... 42 

II.3.4 Contrôle-qualité des données .......................................................................................... 43 

II.3.4.1 Évaluation de la qualité des échantillons d’ADN ....................................................... 43 

II.3.4.2 Évaluation de la qualité des génotypes ..................................................................... 43 

II.3.4.3 Recherche d’un biais de stratification ....................................................................... 44 

II.3.5 Interprétation des résultats ............................................................................................. 45 

II.3.5.1 Significativité et force de l’association ...................................................................... 45 

II.3.5.2 Correction pour tests multiples ................................................................................. 46 

II.4. Des polymorphismes génétiques à l’expression des gènes ................................................... 46 

II.4.1 Étude du transcriptome dans les maladies complexes .................................................... 46 

II.4.1.1 Définition ................................................................................................................... 47 

II.4.1.2 Techniques d’étude ................................................................................................... 47 

II.4.1.3 Stratégie d’étude ....................................................................................................... 47 

II.4.2 Locus associé à l’expression d’un caractère quantitatif ................................................... 48 

II.4.2.1 Définition ................................................................................................................... 48 

II.4.2.2 Techniques d’étude ................................................................................................... 49 

II.4.2.3 Stratégie d’analyse .................................................................................................... 50 

Chapitre 3. La spondyloarthrite : une maladie génétique complexe ......................................................... 51 

III.1. Épidémiologie génétique de la spondyloarthrite .................................................................. 51 

III.1.1 Épidémiologie génétique de la spondylarthrite ankylosante .......................................... 51 

III.1.1.1 Agrégation familiale ................................................................................................. 51 

III.1.1.2 Études de jumeaux ................................................................................................... 52 

III.1.1.3 Études de ségrégation : modélisation de la transmission de la maladie ................. 53 

III.1.2 Épidémiologie génétique de la spondyloarthrite ............................................................ 53 



6 
 

III.1.2.1 Pertinence de l’étude de la spondyloarthrite dans son ensemble sur le plan 

génétique ............................................................................................................................... 54 

III.1.2.2 Agrégation familiale dans la spondyloarthrite ......................................................... 54 

III.1.3 Facteurs environnementaux ........................................................................................... 54 

III.2. Facteurs de susceptibilité génétique identifiés dans la spondyloarthrite ............................ 55 

III.2.1 Complexe majeur d’histocompatibilité ........................................................................... 55 

III.2.1.1 HLA-B27 .................................................................................................................... 55 

III.2.1.2 Autres gènes du complexe majeur d’histocompatibilité ......................................... 56 

III.2.1.3 Arguments pour l’implication d’autres facteurs génétiques en dehors du complexe 

majeur d’histocompatibilité .................................................................................................. 58 

III.2.2 Locus de susceptibilité à la spondyloarthrite en dehors du complexe majeur 

d’histocompatibilité .................................................................................................................. 58 

III.2.2.1 Études de liaison ....................................................................................................... 58 

III.2.2.2 Études d’association ................................................................................................. 61 

III.2.3 Contribution des études génétiques à la compréhension de la spondyloarthrite .......... 64 

III.2.3.1 Voies physiopathologiques impliquées .................................................................... 64 

III.2.3.2 Spondylarthrite ankylosante, spondyloarthrite et autres maladies inflammatoires : 

un terrain génétique partagé ................................................................................................ 67 

III.3. Étude du transcriptome dans la spondyloarthrite ................................................................ 69 

III.3.1 Différences méthodologiques entre les études .............................................................. 70 

III.3.1.1 Objectifs de l’étude .................................................................................................. 70 

III.3.1.2 Choix du type cellulaire/tissulaire ............................................................................ 70 

III.3.1.3 Choix du comparateur .............................................................................................. 71 

III.3.2 Contribution des études du transcriptome à la compréhension de la spondyloarthrite 72 

OBJECTIFS DE LA THÈSE ............................................................................................................................................. 74 

DEUXIÈME PARTIE : TRAVAUX ORIGINAUX ....................................................................................................... 76 

Article 1 .......................................................................................................................................................................... 77 

Article 2 ....................................................................................................................................................................... 103 

Article 3 ....................................................................................................................................................................... 119 

Article 4 ....................................................................................................................................................................... 134 

Article 5 ....................................................................................................................................................................... 164 

DISCUSSION & PERSPECTIVES ............................................................................................................................... 190 

Études familiales : un outil pour l’identification de gènes de susceptibilité dans la 

spondyloarthrite .......................................................................................................................... 191 

Positionnement du sujet et problématique générale ............................................................. 191 

Résultats préliminaires et objectifs du projet ......................................................................... 192 

Analyse de liaison .................................................................................................................... 193 

Locus 13q13 ......................................................................................................................... 193 

Complexe majeur d’histocompatibilité ............................................................................... 193 

Comparaison avec les résultats de la littérature ................................................................. 194 

Justification de la méthodologie et difficultés rencontrées ................................................ 195 

Perspectives ......................................................................................................................... 196 



7 
 

Analyse d’association .............................................................................................................. 197 

MAPK14 ............................................................................................................................... 198 

Comparaison avec les résultats de la littérature ................................................................. 198 

Perspectives ......................................................................................................................... 199 

De la maladie au sous-phénotype : exemple du gène IL23R ................................................... 199 

Facteurs génétiques associés à l’atteinte radiologique ...................................................... 199 

Facteurs  génétiques associés à l’activité et à la sévérité fonctionnelle ............................. 200 

Génomique fonctionnelle ............................................................................................................ 200 

Positionnement du sujet et problématique général ............................................................... 200 

Étude du transcriptome des cellules dendritiques dans la spondyloarthrite ......................... 201 

Cellules dendritiques et spondyloarthrite ........................................................................... 201 

Transcriptome des cellules dendritiques ............................................................................ 202 

Perspectives ......................................................................................................................... 203 

Du polymorphisme à la fonction : exemple du gène ERAP1 ................................................... 204 

Du polymorphisme à l’expression génique ......................................................................... 204 

Du gène à la protéine et à la fonction ................................................................................. 204 

Perspectives ......................................................................................................................... 205 

QUATRIÈME PARTIE : CONCLUSIONS ................................................................................................................ 206 

CINQUIÈME PARTIE : BIBLIOGRAPHIE .............................................................................................................. 208 

ANNEXES ......................................................................................................................................................................... 240 

Annexe 1 ..................................................................................................................................................................... 241 

Annexe 2 ..................................................................................................................................................................... 260 

Annexe 3 ..................................................................................................................................................................... 262 

 

  



8 
 

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX 
 

FIGURES 

Figure 1 – Représentations des atteintes articulaires axiales dans la SpA ............................................ 15 

Figure 2 – Atteintes des enthèses dans la SpA ................................................................................................... 16 

Figure 3 – Recommandations ASAS/EULAR de prise en charge de la SA .............................................. 20 

Figure 4 – Différents types de marqueur génétique ........................................................................................ 31 

Figure 5 – Liaison génétique et fraction de recombinaison ......................................................................... 32 

Figure 6 – Définition des principaux scores de liaison................................................................................... 33 

Figure 7 – Partage d'allèles entre germains - notion d'IBD et d'IBS ......................................................... 36 

Figure 8 – Calcul de la statistique NPL (Z score) .............................................................................................. 37 

Figure 9 – Associations directe et indirecte ........................................................................................................ 39 

Figure 10 – Calcul des coefficients de DL |D'| et r² .......................................................................................... 39 

Figure 11 – Principes du TDT ................................................................................................................................... 41 

Figure 12 – Équilibre de Hardy-Weinberg .......................................................................................................... 44 

Figure 13 – Biais de stratification ........................................................................................................................... 45 

Figure 14 – Calcul de l'odds ratio ............................................................................................................................ 45 

Figure 15 – Mécanismes des eQTLs ....................................................................................................................... 49 

Figure 16 – Les différentes étapes de l’épidémiologie génétique des maladies complexes ........... 52 

Figure 17 – Implication des différentes aminopeptidases associées à la SA ........................................ 65 

Figure 18 – Partage de locus de susceptibilité .................................................................................................. 69 

 

 

TABLEAUX 

Tableau 1 – Prévalence de la SpA à travers le monde .................................................................................... 13 

Tableau 2 – Critères de New York modifiés de SA ........................................................................................... 19 

Tableau 3 – Critères de classification de SpA d’Amor .................................................................................... 26 

Tableau 4 – Critères de classification de SpA de l’ESSG ................................................................................ 26 

Tableau 5 – Critères de classification de SpA de l’ASAS ................................................................................ 27 

Tableau 6 – Études de jumeaux réalisées dans la SA ...................................................................................... 53 

Tableau 7 – Principales hypothèses liant HLA-B27 à la SpA ....................................................................... 57 

Tableau 8 – Résultats des analyses de liaison dans la SpA .......................................................................... 60 

Tableau 9 – Principaux résultats des études d'association gène-candidat dans la SpA................... 63 

Tableau 10 – Résultats des études d'association génome-entier .............................................................. 64 

Tableau 11 – Résultats des études d'association comparant SA et SpA non radiographiques ..... 68 

Tableau 12 – Partage des locus de susceptibilité entre la SA et d'autres pathologies ..................... 68 

Tableau 13 – Résultats des études du transcriptome dans la SpA ........................................................... 73 

 

  



9 
 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 

 ADN : acide désoxyribonucléique 

 AINS : anti-inflammatoire non stéroïdien 

 ANOVA : analysis of variance (analyse de la variance) 

 Anti-TNFα : anti-tumor necrosis factor α 

 ARé : arthrite réactionnelle 

 ARN : acide ribonucléique 

 ARNm : acide ribonucléique messager 

 ASAS : assessment of spondyloarthritis international society (société internationale 

d’évaluation de la spondyloarthrite) 

 ASDAS : ankylosing spondylitis disease activity score (score d’activité de la spondylarthrite 

ankylosante) 

 BASDAI : Bath ankylosing spondylitis disease activity index (indice d’activité de la 

spondylarthrite ankylosante de Bath) 

 BASFI : Bath ankylosing spondylitis functional index (indice fonctionnel de la spondylarthrite 

ankylosante de Bath) 

 BASRI : Bath ankylosing spondylitis radiological indeix (indice radiologique de la 

spondylarthrite ankylosante de Bath) 

 CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 

 CNV : copy number variation (variation du nombre de copies) 

 CRP : protéine C-réactive 

 DC : dendritic cell (cellule dendritique) 

 DL : déséquilibre de liaison 

 DZ : dizygote 

 eQTL : expression quantitative trait locus (locus associé à l’expression d’un trait quantitatif) 

 ERAP1 : endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 (aminopeptidase 1 du réticulum 

endoplasmique) 

 ESSG : European spondyloarthropathy study group (groupe d’étude européen des 

spondylarthropathies) 

 EULAR : European league against rheumatism (ligue européenne contre les rhumatismes) 

 FDR : false discovery rate (taux de fausse découverte) 

 FWER : family wise error rate (taux d’erreur global) 

 GFEGS : groupe française d’étude génétique de la spondylarthrite 

 GWAS : genome wide association study (étude d’association pangénomique) 

 HLA : human leucocyte antigen (antigène des leucocytes humains) 

 HLOD : heterogeneity logarithm of odds (LOD score d’hétérogénéité) 

 HW : Hardy-Weinberg 

 IBD : identical by descent (identique par descendance) 

 IBS : identical by state (identique par état) 

 IC95% : intervalle de confiance à 95% 

 IGAS : international genetics of ankylosing spondylitis consortium (consortium international 

de la génétique de la spondylarthrite ankylosante) 

 IL23R : récepteur de l’interleukine 23 



10 
 

 IRM : imagerie par résonance magnétique 

 Kb : kilobase 

 KIR : killer cell immunoglobulin-like receptors 

 LOD : logarithm of odds 

 LPS : lipopolysaccharide 

 LT : lymphocyte T 

 LT-CD4+ : lymphocyte T CD4+ 

 MAPK14 : mitogen-activated protein kinase 14 

 Mb : mégabase 

 MD-DC : monocyte-derived dendritic cell (cellule dendritique dérivée de monocyte) 

 MICI : maladie inflammatoire chronique de l’intestin 

 MLR : maximum likelihood ratio (rapport de vraisemblance maximal) 

 MZ : monozygote 

 NASC : North American spondyloarthritis consortium (consortium nord-américain de la 

spondyloarthrite) 

 NGS : next generation sequencing (séquençage de nouvelle génération) 

 NK : natural killer  

 NPL : non parametric linkage (liaison non paramétrique) 

 OR : odds ratio (rapport de cote) 

 PBMC : peripheral blood mononuclear cell (cellule mononucléée du sang périphérique) 

 PCR : polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaîne) 

 pQTL : protein quantitative trait locus (locus associé à un trait quantitatif protéique) 

 PR : polyarthrite rhumatoïde 

 RhMICI : rhumatisme associé aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

 RP : rhumatisme psoriasique 

 SA : spondylarthrite ankylosante 

 SNP : single nucleotid polymorphism (polymorphisme mononucléotidique) 

 SpA : spondyloarthrite 

 TDM : tomodensitométrie 

 TDT : transmission disequilibrium test (test de déséquilibre de transmission) 

 TNFα : tumor necrosis factor α 

 UPR : unfolded protein response  

 USpA : spondylarthrite indifférenciée 

 

  



11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PREMIÈRE PARTIE : INTRODUCTION GÉNÉRALE 
  



12 
 

CHAPITRE I. LA SPONDYLOARTHRITE : ASPECTS 

ÉPIDÉMIOLOGIQUES, CLINIQUES ET THÉRAPEUTIQUES 
 

La spondyloarthrite (SpA) est un rhumatisme inflammatoire chronique fréquent. Ses 

manifestations cliniques variées et l’absence d’examens complémentaires de référence sont à 

l’origine de difficultés diagnostiques et thérapeutiques. En dépit d’une présentation clinique 

polymorphe, les différents sous-types initialement décrits sont désormais regroupés, notamment 

depuis l’élaboration de critères de classification communs. 

I.1. Épidémiologie 

La SpA figure parmi les rhumatismes inflammatoires chroniques les plus fréquents en France 

et dans le monde. Sa grande hétérogénéité clinique rend toutefois difficile la comparaison entre elles 

des études épidémiologiques, que ce soit en terme de prévalence, de sexe ratio ou d’âge de 

survenue. 

I.1.1 Prévalence 

De nombreuses études ont cherché à estimer la prévalence de la SpA (Tableau 1). On 

observe d’importantes variations en fonction de la population étudiée avec, d’une manière générale, 

une prévalence plus élevée dans les pays du Nord que dans les pays du Sud. Ces différences 

s’expliquent notamment par la répartition géographique de l’allèle HLA-B27, principal facteur de 

susceptibilité à la maladie1.  

En France, la prévalence de la SpA a été évaluée à 0,3% dans une étude réalisée en 20012. 

Cette prévalence est très proche de celle estimée la même année dans la polyarthrite rhumatoïde 

(PR) dans une étude utilisant la même méthodologie3. Plus récemment, notre équipe a estimé la 

prévalence de la SpA à 0,43% à partir de l’étude de la cohorte GAZEL dont les détails sont présentés 

dans l’Annexe 14. 

I.1.2 Sexe ratio 

Il est classiquement admis qu’il existe une prédominance masculine de la SpA, et plus 

particulièrement de la spondylarthrite ankylosante (SA), l’un des principaux sous-types de la maladie, 

avec un sexe ratio de l’ordre de 2:1 à 3:15. Il est néanmoins intéressant de noter que ce déséquilibre 

de sexe a tendance à disparaitre dans les études les plus récentes. Cette évolution suggère que les 

femmes atteintes de SpA ont eu tendance à être sous-diagnostiquées par le passé.  
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Cette hypothèse est étayée par les données d’une étude allemande portant sur plus de 1 300 

patients où le pourcentage de femmes parmi les malades est passé de 10% en 1960 à 46% en 19906. 

Ce sous-diagnostic pourrait s’expliquer par des différences de symptomatologie en fonction du sexe, 

avec notamment une plus grande sévérité radiologique (et donc un diagnostic plus aisé) chez les 

hommes5. 

 

Tableau 1 – Prévalence de la SpA à travers le monde ; d’après Stolwijk et al.7 

Étude Pays Année Prévalence 
% (IC95%) 

Boyer et al.
8
 Eskimos d’Alaska 1994 2,5 

Alexeeva et al.
9
 Chukotka (minorité russe) 1994 2,5 

Braun et al.
10

 Allemagne 1998 1,9 

Farooqi et al.
11

 Pakistan 1998 0,10 

Hukuda et al.
12

 Japon 2001 0,0095 

Bruges-Armas et al.
13

 Espagne 2002 1,6 (0,8 – 2,7) 

Minh Hoa et al.
14

 Viet Nam 2003 0,28 

Saraux et al.
2
 France 2005 0,3 (0,17 – 0,46) 

Trontzas et al.
15

 Grèce 2005 0,49 (0,38 – 0,60) 

De Angelis et al.
16

 Italie 2007 1,06 (0,78 – 1,38) 

Adomaviciute et al.
17

 Lituanie 2008 0,84 (0,53 – 1,21) 

Davatchi et al.
18

 Iran 2008 0,23 

Onen et al.
19

 Turquie 2008 1,05 (0,70 – 1,05) 

Liao et al.
20

 Chine 2009 0,78 (0,62 – 0,95) 

Haglund et al.
21

 Suède 2011 0,45 (0,44 – 0,47) 

Reveille et al.
22

 États-Unis 2012 1,4 (1 – 1,9) 

Costantino et al.
4
 France 2013 0,43 (0,26 – 0,70) 

  IC 95% : intervalle de confiance à 95% 

I.1.3 Âge de survenue 

La SpA peut survenir à tout âge, mais elle affecte préférentiellement l’adulte jeune. L’âge 

moyen de survenue de la maladie est d’environ 25 ans6,23. Compte-tenu des difficultés diagnostiques, 

il existe souvent un délai entre les premiers symptômes et le diagnostic définitif24. Ce délai a 

toutefois tendance à diminuer comme en attestent plusieurs études récentes24,25.  

La SpA est donc une maladie fréquente, touchant principalement le jeune adulte, sans 

prédominance de sexe. Le délai diagnostique, souvent très long, est en partie à mettre sur le compte 

de la grande variabilité des manifestations cliniques de la maladie.  
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I.2. Diagnostic et traitement  

Le diagnostic de SpA repose avant tout sur la mise en évidence d’un faisceau de signes 

cliniques évocateurs. Il peut en outre s’appuyer sur la réalisation d’examens complémentaires. La 

précocité du diagnostic est primordiale afin de proposer une prise en charge thérapeutique rapide 

permettant de limiter les conséquences fonctionnelles de la maladie.  

I.2.1 Manifestations cliniques 

Si les principaux symptômes sont articulaires, d’autres sites peuvent être touchés. 

I.2.1.1 Manifestations articulaires 

Les manifestations articulaires de la maladie se subdivisent en trois catégories : les 

manifestations axiales, les manifestations enthésitiques périphériques et les arthrites périphériques.  

Manifestations axiales 

L’atteinte axiale est caractéristique de la SpA avec trois localisations principales : les 

articulations sacro-iliaques, le rachis et la paroi thoracique antérieure (Figure 1). L’inflammation de 

ces sites articulaires se traduit par deux symptômes majeurs : douleur et raideur.  

Les douleurs sont d’horaire inflammatoire, c'est-à-dire qu’elles réveillent le patient en 

deuxième partie de nuit et diminuent dans la journée avec l’activité. Les douleurs des sacro-iliaques 

sont à l’origine du tableau typique de lombo-fessalgie à bascule (douleur lombo-fessière alternant 

d’un côté à l’autre). Une irradiation à la face postérieure de la cuisse lui est fréquemment associée. 

Le siège de la douleur peut aussi être dorsal, cervical ou au niveau de la paroi thoracique antérieure. 

L’évolution se fait le plus souvent par poussées entrecoupées d’intervalles libres. Ces douleurs sont 

fréquemment accompagnées d’une raideur inflammatoire prédominant au réveil, de durée variable : 

on parle de dérouillage matinal.  

La survenue d’une ankylose, conséquence d’une ossification ligamentaire progressive,  

constitue le risque principal de l’atteinte axiale. Au niveau sacro-iliaque, l’ankylose se traduit par la 

formation d’un pont osseux réunissant les deux berges de l’articulation et pouvant aboutir à sa 

disparition, sans entraîner toutefois d’importantes conséquences fonctionnelles. L’ankylose peut 

aussi survenir au niveau du rachis et de la cage thoracique et entraîner une diminution de leur 

souplesse.  
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Figure 1 – Représentations des atteintes articulaires axiales dans la SpA ; d’après Dougados et al.26  
 A – articulations sacro-iliaques ; B – rachis lombaire ; C – paroi thoracique antérieure 

 

Syndrome enthésitique périphérique 

L’enthèse désigne la zone fibro-cartilagineuse d’insertion des tendons, ligaments et capsules 

articulaires dans l’os (Figure 2A). Elle contribue à répartir les forces de tension sur l’ensemble de 

l’interface osseuse. L’enthésite, lésion inflammatoire de l’enthèse, est l’une des atteintes les plus 

caractéristiques de la SpA. Elle évolue en trois phases successives : une phase inflammatoire initiale, 

une phase érosive et enfin une phase de cicatrisation qui entraîne une fibrose puis une ossification à 

l’origine de la formation d’enthésophytes27.  

L’atteinte la plus fréquente se situe au niveau du tendon d’Achille ou de l’aponévrose 

plantaire. Elle se traduit par des talalgies. Toutes les enthèses fibro-cartilagineuses peuvent être 

touchées, mais les enthèses périphériques les plus fréquemment atteintes sont situées au niveau de 

la tubérosité tibiale antérieure, du grand trochanter, de l’insertion patellaire du quadriceps et des 

épicondyles (Figure 2B)28.  

Atteintes articulaires périphériques 

Les arthrites périphériques sont la conséquence d’une inflammation de la membrane 

synoviale qui enveloppe l’articulation. Cette inflammation (synovite) entraîne un épaississement de 

la membrane synoviale et un épanchement intra-articulaire. Parfois, la synovite peut retentir sur le 

cartilage et l’os sous-jacent, entraînant leur destruction : on parle alors d’arthrite érosive.  

Dans la SpA, la fréquence des arthrites est évaluée entre 40 et 55%29,30. Ces arthrites se 

distinguent de celles observées dans la polyarthrite rhumatoïde par leur caractère fréquemment 

asymétrique, par l’atteinte préférentielle des grosses articulations des membres inférieurs (hanches, 
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genoux, chevilles) et par leur évolution le plus souvent régressive en quelques jours à quelques mois. 

Elles sont fréquemment associées à des atteintes enthésitiques de voisinage.  

La dactylite ou « doigt en saucisse » est une manifestation clinique très évocatrice du 

diagnostic de SpA. Il s’agit d’une tuméfaction globale d’un ou plusieurs doigts ou orteils, 

douloureuse, associée à une coloration rouge foncée. Cette atteinte correspond le plus souvent à 

l’association de ténosynovites à des enthésites et parfois aussi à des arthrites.  

 

Figure 2 – Atteintes des enthèses dans la SpA ; d’après Dougados et al.26 et Maksymowych et al.31 
A – enthèse trochantérienne ; B – sites enthésitiques les plus fréquemment touchés 

 

La SpA peut toucher d’autres sites que les articulations, témoignant du caractère systémique 

de cette affection.  

I.2.1.2 Manifestations extra-articulaires 

Bien que la SpA puisse toucher la quasi-totalité des organes, les atteintes les plus fréquentes 

concernent l’œil, la peau et la muqueuse intestinale.  

Atteinte ophtalmique 

L’atteinte ophtalmique est l’atteinte extra-articulaire la plus fréquente32. Une méta-analyse 

publiée en 2008 estimait qu’elle concernait environ un tiers des patients souffrant de SpA33.  

Il s’agit le plus souvent d’une uvéite antérieure aiguë non granulomateuse, c'est-à-dire une 

inflammation de la chambre antérieure de l’œil (iritis) et du corps ciliaire (cyclite), formant le 

segment antérieur de l’œil. Cliniquement, elle se traduit par une douleur, une rougeur oculaire avec 

larmoiements, photophobie et baisse d’acuité visuelle d’installation brutale.  
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Atteinte cutanée 

Le psoriasis affecte environ 1,5 à 3% de la population générale34,35, mais survient  beaucoup 

plus souvent chez les patients atteints de SpA avec des fréquences pouvant aller de 8 à 20%29,32.  

D’une manière générale, le psoriasis prédomine sur les faces d’extension des membres ainsi 

qu’au niveau du sacrum, du cuir chevelu et des ongles. Associé à la SpA, il n’a pas de particularité par 

rapport au psoriasis isolé, en dehors d’une fréquence augmentée de l’atteinte des ongles36. Il 

précède dans plus des deux tiers des cas les manifestations articulaires, mais apparait parfois 

plusieurs années après le développement de la SpA37.  

Atteinte digestive 

Environ 8% des patients atteints de SpA souffrent en outre d’une maladie inflammatoire 

chronique de l’intestin (MICI), qu’il s’agisse de la maladie de Crohn ou de la rectocolite 

hémorragique32.  

Les MICI se traduisent par une diarrhée glairo-sanglante, chronique ou évoluant en poussées 

aiguës, associée à de violentes douleurs abdominales. Le diagnostic repose sur l’endoscopie digestive 

avec étude histologique de biopsies. En dehors de toute MICI, on observe fréquemment des lésions 

histologiques inflammatoires aiguës ou chroniques chez les patients atteints de SpA (>60% des SpA 

en endoscopie) parfois même en l’absence de toute symptomatologie clinique38.  

Autres atteintes 

D’autres organes peuvent être touchés, mais de façon beaucoup plus rare39,40. Au niveau 

génital, on peut observer des uréthrites aseptiques, qui font partie du tableau de l’arthrite 

réactionnelle, et plus rarement des prostatites ou des orchi-épididymites également aseptiques. 

L’atteinte cardiaque est peu fréquente et se manifeste par des troubles de la conduction auriculo-

ventriculaire et par des valvulopathies aortiques ou mitrales. L’atteinte restrictive pulmonaire est une 

conséquence tardive de l’ankylose de la paroi thoracique : elle peut exceptionnellement se 

compliquer d’un emphysème apical (« maladie bulleuse des sommets »). 

 

La diversité des manifestations observées fait qu’il est parfois difficile d’établir un diagnostic 

de SpA uniquement sur des critères cliniques. Bien qu’à ce jour, il n’existe aucun examen 

complémentaire permettant à lui seul de faire le diagnostic de SpA, certains peuvent toutefois aider 

au diagnostic. 
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I.2.2 Examens complémentaires 

En dehors du typage HLA-B27, la place des examens biologiques reste marginale dans le 

diagnostic de SpA. Au contraire, l’importance accordée aux examens d’imagerie comme l’imagerie 

par résonance magnétique (IRM) ou l’échographie est en constante augmentation.  

I.2.2.1 Examens biologiques 

Typage HLA-B27 

La fréquence de l’allèle HLA-B27 est beaucoup plus élevée chez les patients atteints de SpA 

que dans la population générale. En effet, le risque d’être atteint d’une SpA est multiplié par 40 chez 

les patients porteurs de l’allèle HLA-B274. La recherche du HLA-B27 peut ainsi constituer une aide au 

diagnostic en cas de contexte clinique évocateur.  

Cependant, la présence du HLA-B27 n’est ni suffisante, ni nécessaire au développement de la 

maladie et ne doit donc pas être considérée comme un marqueur diagnostique41,42. 

Protéines de l’inflammation 

De façon inattendue pour une maladie inflammatoire, la vitesse de sédimentation et la 

protéine C-réactive (CRP) ne sont supérieures à la normale que chez la moitié des patients atteints de 

SpA43. Par conséquent, ces deux marqueurs sériques ne peuvent pas être considérés comme des 

marqueurs diagnostiques valables41. Ils peuvent néanmoins être utiles dans l’évaluation de l’activité 

de la maladie et ont d’ailleurs été intégrés dans un nouvel indice d’évaluation de cette activité, 

l’Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS)44. 

I.2.2.2 Imagerie  

L’atteinte structurale de la maladie peut être mise en évidence par la radiologie 

conventionnelle ou la tomodensitométrie (TDM). D’autres examens, comme l’IRM ou l’échographie 

des enthèses, permettent également une évaluation plus fonctionnelle ouvrant la voie à un 

diagnostic plus précoce.  

Radiologie conventionnelle 

Les radiographies standard peuvent être utiles au diagnostic en cas d’atteintes suffisamment 

évocatrices. Selon les critères de New York modifiés, la présence d’une sacro-iliite confirmée 

(Tableau 2) est même indispensable au diagnostic de SA45.  
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Tableau 2 – Critères de New York modifiés de SA ; d’après van der Linden et al.45 

 
 

Les atteintes radiologiques typiques sont les conséquences d’érosions osseuses ou 

d’ossification, que ce soit au niveau sacro-iliaque, rachidien ou enthésitique. Néanmoins, il est à 

noter que la plupart de ces modifications structurales radiologiques apparaissent tardivement et que, 

par conséquent, la radiographie standard n’est pas un examen de choix pour le diagnostic précoce de 

SpA46. 

Tomodensitométrie 

Le scanner des articulations sacro-iliaques peut se révéler utile dans la détection d’anomalies 

structurales sacro-iliaques trop fines pour être encore observées sur les radiographies standards47. 

Toutefois, certaines anomalies fines sont difficiles d’interprétation car elles peuvent se rencontrer 

chez des sujets sains.  

Imagerie par résonance magnétique 

Depuis le début des années 1990, l’IRM des articulations sacro-iliaques ou du rachis est de 

plus en plus utilisée pour le diagnostic de la SpA. De nombreuses études ont en effet montré que, 

grâce à cette technique, il était possible d’observer des anomalies bien des années avant que celles-

ci ne soient détectables sur des radiographies standards48. Cette particularité en fait aujourd’hui l’un 

des outils privilégiés dans le diagnostic précoce de la SpA, à tel point que l’IRM des sacro-iliaques est 

désormais intégrée dans les nouveaux critères diagnostiques de la maladie établis par l’ Assessment 

of SpondyloArthritis international Society (ASAS)49.  
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Les anomalies observées sont de deux types : inflammatoires (œdème osseux, synovite, 

enthésite ou capsulite) ou structurales (sclérose sous-chondrale, érosions, dégénérescence 

graisseuse ou syndesmophytes)50,51. 

Échographie des enthèses 

L’échographie est capable d’analyser finement la morphologie des enthèses et de visualiser 

des lésions de petite taille. Le couplage aux techniques de Doppler puissance permet le repérage 

d’une hypervascularisation locale reflétant l’inflammation52. L’échographie est plus sensible que 

l’examen clinique et que d’autres modalités d’imagerie dans la détection des enthésites 

périphériques53,54. Sa place dans le diagnostic reste toutefois à préciser. 

Le diagnostic de SpA repose sur un faisceau d’arguments cliniques et paracliniques. L’objectif 

actuel est de détecter la maladie le plus précocement possible afin de pouvoir initier rapidement un 

traitement adapté.  

I.2.3 Traitement 

En l’absence de traitement curatif, la stratégie thérapeutique actuelle est essentiellement 

symptomatique, avec comme principaux objectifs la lutte contre la douleur et la prévention de 

l’enraidissement.  

Le traitement médicamenteux s’inscrit dans une prise en charge globale incluant la 

kinésithérapie, l’utilisation de traitements locaux et, dans de rares indications, la chirurgie. 

L’information et l’éducation du patient tiennent aussi une place prépondérante. L’ASAS et la 

European League Against Rheumatism (EULAR) ont établi en 2010 des recommandations pour la 

prise en charge thérapeutique des SpA (Figure 3)55.  

 

Figure 3 – Recommandations ASAS/EULAR de prise en charge de la SA ; d’après Zochling et al.56 
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I.2.3.1 Traitements médicamenteux 

Les traitements médicamenteux reposent essentiellement sur les anti-inflammatoires non 

stéroïdiens (AINS). Les corticoïdes, tout comme les traitements de fond dits « conventionnels », n’ont 

pas fait la preuve d’une réelle efficacité. En cas de forme résistante aux AINS, la seule alternative 

actuelle est la prescription d’anti-Tumor Necrosis Factor α (anti-TNFα). D’autres traitements sont 

toutefois à l’étude.  

Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

Le traitement de première intention de la SpA repose sur les AINS. Ils sont efficaces à la fois 

sur la douleur et sur la raideur chez une majorité des patients57. Leur efficacité s’observe le plus 

souvent dans les 48 à 72 heures suivant leur introduction. D’une manière générale, tous les AINS ont 

une efficacité similaire dans la SpA, s’ils sont prescrits  à la posologie adaptée58.  

Néanmoins, il existe une grande variabilité interindividuelle de l’efficacité en fonction du type 

d’AINS : en cas d’échec d’un AINS, il est donc recommandé d’en essayer au moins un autre avant de 

conclure à leur inefficacité. Plus récemment, plusieurs études ont suggéré que les AINS pourraient 

retarder la progression structurale de la maladie59.  

Corticoïdes 

La place des corticoïdes par voie générale est marginale dans la prise en charge de la SpA. 

Une étude récente de faible effectif a toutefois conclu à une supériorité d’une corticothérapie à 50 

mg/jour par rapport à un placebo60. 

Traitements de fond conventionnels 

Les traitements de fond conventionnels couramment utilisés pour la PR, tels que le 

méthotrexate, la sulfasalazine ou le léflunomide, s’adressent parfois aux patients qui ne répondent 

pas suffisamment aux AINS et/ou aux gestes locaux.  

Cependant, leur efficacité n’a pas été démontrée dans les formes axiales de la maladie61,62. Ils 

sont encore parfois administrés pour lutter contre les manifestations périphériques, mais le niveau 

de preuve de leur efficacité reste faible63.  

Anti-tumor necrosis factor α 

La mise sur le marché des anti-TNFα a marqué un tournant majeur dans la prise en charge de 

la SpA. Leur utilisation reposait initialement sur la mise en évidence de taux élevés d’acide 

ribonucléique messager (ARNm) du TNFα dans des prélèvements de sacro-iliaques de patients 
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atteints de SA64, ainsi que sur l’efficacité démontrée de l’infliximab dans la maladie de Crohn65. Les 

premiers essais publiés en 2000 avec l’infliximab ont montré sa grande efficacité dans la SA66,67.  

Actuellement, cinq anti-TNFα possèdent en France une autorisation de mise sur le marché 

pour le traitement de la SA : l’infliximab, l’adalimumab, l’étanercept, le golimumab et le certolizumab 

pegol. Si ces produits diffèrent par leur structure et par leur mode d’administration, ils semblent 

avoir une efficacité similaire avec 40 à 50% des patients présentant une amélioration d’au moins 

40%68–72. Leurs effets sur la progression structurale de la maladie restent quant à eux controversés : 

en contradiction avec les premières études publiées sur le sujet73–75, plusieurs études récentes 

suggèrent en effet un ralentissement de la progression structurale chez les patients traités par anti-

TNFα au long cours76,77. 

Traitements en développement 

À l’heure actuelle, seuls les anti-TNFα sont indiqués en traitement de deuxième ligne chez les 

patients ne répondant pas aux AINS. En cas d’échec ou d’échappement à ces traitements, les 

possibilités thérapeutiques sont donc limitées. En effet, plusieurs biothérapies autres que les anti-

TNFα, efficaces dans la PR, se sont révélées décevantes dans la SA : blocage de l’IL-1 (anakinra), anti-

CD20 (rituximab) et anti-CTLA4 (abatacept), anti-IL-6 (tocilizumab et sarilumab)78–82. 

Certaines pistes thérapeutiques actuellement en développement semblent prometteuses 

comme le blocage de l’IL-17 par le secukinumab83, le blocage de la sous-unité p40 commune aux 

récepteurs de l’IL-12 et de l’IL-23 (ustekinumab) ou encore l’inhibition de certaines enzymes 

(apremilast, tofacitinib, fostamatinib)84–87. Les résultats des essais thérapeutiques de large envergure 

en cours sont néanmoins attendus avant de pouvoir conclure à  leur efficacité.  

I.2.3.2 Traitements physiques 

Les traitements physiques, tels que la kinésithérapie, l’ergothérapie, la podologie ou 

l’appareillage, complètent la prise en charge médicamenteuse. Ils visent à lutter contre la douleur et 

l’enraidissement tout au long de l’évolution de la maladie.  

L’efficacité de l’exercice physique régulier associé à la physiothérapie a été démontrée à 

court terme88. Cependant peu de données sont disponibles sur son efficacité à long terme. 

I.2.3.3 Traitements chirurgicaux 

La chirurgie a une place marginale dans la prise en charge de la SpA. Les arthroplasties 

figurent parmi les interventions les plus couramment pratiquées, notamment au niveau de la 

hanche. La chirurgie du rachis, mise en œuvre pour corriger les déformations, se pratique beaucoup 

plus rarement. 
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Ces dernières années, le diagnostic et la prise en charge de la SpA ont ainsi bénéficié 

d’importants progrès. Une partie de ces progrès s’explique par une meilleure caractérisation de la 

maladie facilitant son étude.  

I.3. Concept unifié de spondyloarthrite 

La présentation clinique de la SpA est très polymorphe. En fonction de la combinaison des 

différents symptômes entre eux, on distingue plusieurs sous-types de la maladie : la SA, le 

rhumatisme psoriasique (RP), l’arthrite réactionnelle (ARé), le rhumatisme associé aux maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (RhMICI) et la spondylarthrite indifférenciée (USpA). Cette 

distinction a toutefois tendance à disparaître au profit d’une approche unifiée et des critères de 

classification communs ont été établis. 

I.3.1 Les sous-types de spondyloarthrite 

I.3.1.1 Spondylarthrite ankylosante 

La SA constitue la forme la plus typique de SpA. Elle affecte préférentiellement l’homme avec 

un sexe ratio de 2:1 à 3:17. Son association à l’allèle HLA-B27 est très forte, puisque plus de 90% des 

malades atteints de SA sont porteurs de cet allèle. 

Sur le plan clinique, elle est caractérisée par la prédominance de l’atteinte axiale avec une 

forte tendance à évoluer vers l’ankylose articulaire. Son diagnostic nécessite d’ailleurs la mise en 

évidence d’une atteinte structurale évoluée des sacro-iliaques sur des radiographies standard selon 

les critères de New York modifiés45.  

I.3.1.2 Rhumatisme psoriasique 

Le RP débute en général entre 30 et 50 ans sans prédominance de sexe89. L’atteinte cutanée 

précède l’atteinte articulaire dans 70% des cas37. Le plus souvent, il n’y a pas de corrélation entre la 

sévérité de l’atteinte articulaire et celle de l’atteinte cutanée. 

L’atteinte articulaire permet de distinguer deux formes de RP : la forme périphérique isolée, 

se rapprochant de la PR, et la forme à prédominance axiale. Les arthrites périphériques psoriasiques 

sont le plus souvent asymétriques et touchent préférentiellement les articulations distales 

(notamment les articulations interphalangiennes distales). L’atteinte axiale est proche de celle 

observée au cours des autres SpA et peut être associée à des arthrites, des enthésites périphériques 

ou des dactylites90. 
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I.3.1.3 Arthrites réactionnelles 

Les ARé sont des arthrites stériles survenant dans le mois qui suit une infection le plus 

souvent digestive ou urinaire91. L’évolution immédiate de l’ARé se fait en général vers la rémission 

spontanée en trois à 12 mois. Dans la plupart des cas, il s’agit d’une guérison définitive. Toutefois, 

dans 20 à 50% des cas, on note la survenue de récidives, un passage à la chronicité, voire une 

évolution vers une authentique SA92.  

Le tableau clinique le plus fréquent est celui d’une oligoarthrite asymétrique prédominant 

aux membres inférieurs, parfois associée à des enthésites ou des dactylites. Le début est souvent 

aigu, parfois associé à de la fièvre. Des manifestations extra-articulaires, comme une conjonctivite, 

une kératodermie blennoragique ou une urétrite aseptique, s’observent parfois.  

I.3.1.4 Arthrites associées aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

Les MICI s’accompagnent fréquemment de manifestations articulaires de SpA93,94. L’atteinte 

articulaire associée aux MICI est caractérisée par la fréquence des arthrites périphériques et la 

moindre association au HLA-B27.  

I.3.1.5 Spondylarthrites indifférenciées 

Les USpA regroupent l’ensemble des formes de SpA ne s’intégrant pas dans l’un des sous-

types précédents. Elles évoluent parfois vers une SA ou plus rarement vers un autre sous-type de 

SpA. Toutefois, dans un certain nombre de cas, elles restent « indifférenciées » malgré plusieurs 

années de suivi95. Les USpA peuvent donc correspondre soit à des formes précoces de la maladie, soit 

dans certains cas à un sous-type particulier de SpA. 

Il apparaît ainsi que chacun des sous-types de SpA dispose de caractéristiques propres mais 

de nombreux arguments justifient leur regroupement en une seule entité.  

I.3.2 La spondyloarthrite, un regroupement justifié 

L’individualisation du concept de spondyloarthrite est relativement récente. En effet, il a fallu 

attendre 1957 pour que l’International League Against Rheumatism décrive pour la première fois un 

groupe de « polyarthrites rhumatoïdes atypiques » incluant la SA, le RP et les ARé96. En 1974, Moll et 

al. introduisent le concept de « spondarthrite séronégative »97.  

Les arguments en faveur de ce regroupement sont à la fois cliniques, épidémiologiques et 

génétiques. Sur le plan clinique, certaines manifestations sont fréquentes dans l’ensemble des sous-

types telles que les spondylites, la sacro-iliite, les enthésites, les uvéites, le psoriasis, ou les maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin. L’unification du concept de SpA se justifie également d’un 
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point de vue épidémiologique du fait de l’observation fréquente de formes consécutives (par 

exemple, SA « secondaire » à un RP, une ARé ou un RhMICI), ainsi que de la coexistence possible de 

plusieurs sous-types au sein d’une même famille. Enfin, ces cas familiaux témoignent d’un terrain 

génétique prédisposant partagé par ces différentes formes. La forte association de l’antigène HLA-

B27, initialement décrite avec la SA98,99 puis confirmée pour l’ensemble des sous-types100, renforce ce 

concept de terrain prédisposant partagé. 

L’ensemble de ces arguments soutient l’idée que les différents sous-types de SpA ne sont pas 

des entités individualisées, mais bien des variations phénotypiques d’une seule et même affection. 

Afin de prendre en compte ce nouveau concept unifié de SpA, il a fallu établir des critères de 

classification propres à l’ensemble des sous-types et non plus spécifiques à chacun d’entre eux. 

I.3.3 Critères de classification de la spondyloarthrite 

Les jeux de critères détaillés ci-dessous ont été établis en tant que critères de classification, 

c'est-à-dire qu’ils ont comme principal objectif d’harmoniser des groupes de patients atteints d’une 

maladie donnée afin de les utiliser en recherche clinique et fondamentale. Il faut ainsi les différencier 

des critères diagnostiques qui permettent de déterminer à l’échelle d’un individu (et non d’un 

groupe) s‘il est malade ou non.  

Les critères d’Amor et de l’European Spondyloarthropathy Study Group (ESSG), développés 

quasi-simultanément, sont les premiers à avoir pris en compte la SpA dans sa globalité. Plus 

récemment, l’ASAS a établi de nouveaux critères prenant en compte les nouveautés diagnostiques 

comme l’IRM.  

I.3.3.1 Critères d’Amor  

Les critères d’Amor permettent plusieurs modes d’entrée dans la maladie. Ils comprennent 

12 items affectés chacun d’une pondération et répartis en quatre catégories (symptômes cliniques, 

signes radiographiques, terrain génétique et réponse au traitement) (Tableau 3).   

Les critères de classification sont remplis si la somme des points est égale ou supérieure à 

six101. Testée initialement dans les formes établies de SpA, la sensibilité de ces critères était de 98% 

et leur spécificité de 86%. 

I.3.3.2 Critères de l’European Spondyloarthropathy Study Group 

Les critères de l’ESSG ont été élaborés dans le but de prendre en compte les patients atteints 

de SpA indifférenciée. Deux modes d’entrée sont possibles (critères majeurs) : soit une rachialgie 

inflammatoire, soit une arthrite périphérique (Tableau 4)102.  
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Un critère majeur et un critère mineur sont nécessaires pour remplir les critères de 

classification de SpA. La sensibilité et la spécificité de ces critères ont été toutes deux évaluées à  

87%. Une étude comparative transversale des critères de classifications d’Amor et de l’ESSG portant 

sur 2 228 patients a montré des performances globalement similaires103.  

Tableau 3 – Critères de classification de SpA d’Amor ; d’après Amor et al.101 

 

 

Tableau 4 – Critères de classification de SpA de l’ESSG ; d’après Dougados et al.102 
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Tableau 5 – Critères de classification de SpA de l’ASAS ; d’après Rudwaleit et al.49,104
 

 
 

 

I.3.3.3 Critères de l’Assessment of SpondyloArthritis international Society  

L’une des principales limites des critères d’Amor et de l’ESSG est leur faible capacité à 

reconnaître des formes précoces de SpA, notamment les formes sans atteinte radiographique. En 

2009, le groupe ASAS a proposé de nouveaux critères de classification de SpA (Tableau 5)49,104.  

Ces critères se distinguent des critères pré-existants sur deux principaux points. Tout 

d’abord, ils séparent les formes axiales de SpA des formes périphériques avec deux jeux de critères 
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distincts. Ensuite, la prise en compte pour la première fois de l’IRM comme outil de détection de la  

sacro-iliite devrait aider à établir plus précocement le diagnostic de SpA.  

La sensibilité de ces critères est de 82,9% et leur spécificité de 84,4% pour les formes axiales. 

Les critères de classification des SpA périphériques font également preuve de bonnes performances 

avec une sensibilité de 77,8% et une spécificité de 82,9%. 

 

La diversité de la présentation clinique de la SpA rend donc difficile à la fois son diagnostic et 

sa prise en charge thérapeutique. Pour progresser dans ces deux domaines, il est indispensable 

d’appréhender au mieux les mécanismes à l’origine de la maladie. La présence de cas familiaux de 

SpA et l’importance du HLA-B27 dans la survenue de la maladie orientent vers son origine génétique. 

Toutefois, la survenue d’une SpA n’est pas uniquement déterminée par la présence du HLA-B27 et on 

peut considérer qu’il s’agit d’une maladie complexe impliquant plusieurs facteurs de susceptibilité à 

la fois génétiques et environnementaux. Avant de détailler les connaissances actuelles sur les gènes 

impliqués dans la SpA, il est nécessaire de revenir sur les méthodes permettant d’identifier des 

facteurs génétiques de susceptibilité à une maladie complexe.  
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CHAPITRE 2 - MÉTHODOLOGIE DE LA GÉNÉTIQUE DES 

MALADIES COMPLEXES 
 

Les facteurs de susceptibilité à l’origine des maladies sont génétiques ou environnementaux. 

Le poids respectif de ces deux types de facteur varie cependant en fonction de la pathologie étudiée. 

Schématiquement, on observe d’un côté les maladies dites héréditaires, ou mendéliennes, et de 

l’autre les maladies dites environnementales. Entre ces deux extrêmes, il existe un continuum de 

pathologies, dites complexes ou multifactorielles, impliquant à la fois des facteurs génétiques et 

environnementaux. 

Les études d’épidémiologie génétique se sont longtemps restreintes aux maladies 

mendéliennes. Il s’agit de maladies rares, avec une composante héréditaire marquée. Elles sont le 

plus souvent liées à la mutation d’un seul gène. À l’opposé, la survenue de maladie complexe est 

favorisée par des facteurs génétiques pouvant interagir entre eux ou avec des facteurs 

environnementaux.  

Par conséquent, l’identification des gènes associés aux maladies complexes a nécessité le 

développement d’une méthodologie spécifique. Celle-ci s’appuie sur l’utilisation de marqueurs 

génétiques dans deux grands types d’analyse : les analyses de liaison et les analyses d’association. 

Au-delà des variations de la séquence génétique, l’identification de gènes de susceptibilité dans les 

maladies complexes peut également nécessiter l’étude de leur expression.  

II.1. Caractérisation de la variabilité génétique humaine  

La séquence du génome humain ne diffère que de 0,1% en moyenne entre deux individus 

non apparentés105. Les variations interindividuelles de la séquence d’acide désoxyribo-nucléique 

(ADN) sont utilisées comme marqueurs génétiques. En effet, ces fragments d’ADN polymorphes 

définissent chacun une position précise et unique au niveau du génome. 

Il existe plusieurs catégories de marqueurs génétiques. Les plus couramment utilisés sont les 

marqueurs microsatellites et les polymorphismes mono-nucléotidiques (Single Nucleotide 

Polymorphism ou SNP). Un intérêt croissant est aussi porté aux variations du nombre de copies (Copy 

Number Variation ou CNV). 

II.1.1 Microsatellites 

Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN formées par la répétition en tandem et 

en nombre variable n d’un même motif composé de deux à dix nucléotides. Pour un microsatellite 

donné, chaque valeur de n définit un allèle (Figure 4A).  
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Les microsatellites présentent plusieurs caractéristiques qui en font de bons marqueurs 

génétiques : ils sont très polymorphes (c'est-à-dire qu’ils possèdent un grand nombre d’allèles), leur 

distribution est relativement homogène sur l’ensemble du génome et ils sont facilement détectables 

par la technique de réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction ou PCR). Pour 

ces raisons, ils ont été largement utilisés depuis leur identification en 1989106,107, notamment pour la 

cartographie du génome108 ou pour l’identification des gènes impliqués dans les maladies 

mendéliennes109. 

Leur utilisation s’est néanmoins restreinte ces dernières années au profit des SNPs, plus 

denses et plus faciles à génotyper par des techniques à haut-débit. 

II.1.2 Polymorphismes mono-nucléotidiques  

Les SNPs correspondent à des variations généralement bi-alléliques d’un seul nucléotide dans 

la séquence d’ADN (Figure 4B). Près de 15 millions d’entre eux ont été identifiés à ce jour, ce qui 

représente plus de 90% des variations observées chez l’être humain110. 

Bien qu’ils soient moins polymorphes que les marqueurs microsatellites, les SNPs présentent 

plusieurs avantages par rapport à ces derniers, ce qui explique leur large utilisation actuelle pour 

l’étude génétique des maladies complexes. Leur premier avantage est leur très grande fréquence 

avec une répartition relativement homogène sur tout le génome. En outre, ils sont situés aussi bien 

dans des régions régulatrices ou codantes que non codantes et peuvent donc avoir des 

conséquences fonctionnelles directes (en modifiant par exemple la structure d’une protéine pour les 

SNPs situés dans une région codante ou son niveau d’expression pour ceux situés dans les régions 

régulatrices)111. Enfin, les progrès des techniques de biologie moléculaire permettent le génotypage 

simultané à faible coût d’un très grand nombre de SNPs, à l’aide de puces à ADN.  

II.1.3 Variations du nombre de copies 

Un CNV correspond à tout segment d’ADN d’une kilobase (kb) ou plus présentant un nombre 

de copies variable entre les individus d’une même espèce112. Ils peuvent être la conséquence 

d’événements de duplication, de délétion, d’insertion ou de translocation et présenter différents 

degrés  de complexité (Figure 4C)113. La première carte des CNVs du génome humain a été publiée en 

2006 : elle a permis d’établir qu’au moins 360 mégabases (Mb) d’ADN étaient concernées par ce type 

de polymorphisme, soit plus de 12% du génome humain113.  

 Les CNVs ont été peu étudiés jusqu’à il y a quelques années, car la résolution obtenue par les 

techniques traditionnellement employées était trop faible pour détecter la plupart d’entre eux. Le 

développement du génotypage haut-débit et plus récemment du séquençage dit de « nouvelle 

génération » ont cependant facilité leur identification, y compris des petits CNVs114. Ceux-ci ont un 
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impact fonctionnel potentiel et sont impliqués dans de nombreuses pathologies, qu’elles soient 

mendéliennes ou complexes115.  

 

Figure 4 – Différents types de marqueur génétique 
 

Les marqueurs génétiques, et particulièrement les SNPs, sont utilisés dans deux grands types 

d’étude génétique : les analyses de liaison et les analyses d’association. 

II.2. Analyses de liaison génétique 

On considère que deux locus sont liés s’ils sont transmis ensemble d’un parent à son enfant 

plus souvent qu’on ne l’attendrait en cas d’indépendance. Autrement dit, si, durant la méiose, une 

recombinaison entre deux locus survient à une fréquence inférieure à 50%, alors ces deux locus sont 

dits liés116. Les analyses de liaison génétique utilisent ce concept pour tester l’indépendance de 

transmission familiale entre des marqueurs génétiques et le locus responsable de la maladie (locus-

maladie) (Figure 5). 

On distingue deux principaux types d’analyse de liaison selon qu’elles reposent ou non sur la 

possibilité de définir au préalable un modèle de transmission de la maladie : les analyses 

paramétriques et les analyses non paramétriques. 

II.2.1 Analyses de liaison paramétriques 

Les analyses de liaison paramétriques sont basées sur le calcul d’un score de liaison, le 

logarithm of odds score (LOD score). Initialement destinées à l’identification de gènes de 
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susceptibilité impliqués dans les maladies mendéliennes, elles ont été secondairement adaptées 

pour une utilisation dans les maladies complexes. 

II.2.1.1 Calcul du LOD score  

En génotypant des marqueurs répartis sur l’ensemble du génome et en étudiant la co-

transmission de ces marqueurs avec un trait phénotypique, il est possible de localiser une région 

génétique, ou locus, spécifique à la maladie. Les analyses de liaison paramétriques se basent sur 

l’estimation de la fraction de recombinaison θ, c'est-à-dire la proportion de recombinaison entre 

deux locus lors de la méiose (Figure 5). 

 

 

Figure 5 – Liaison génétique et fraction de recombinaison 
M : marqueur ; D : Disease = locus-maladie 

  

En 1947, Haldane et Smith ont proposé de calculer un rapport de vraisemblance (likelihood 

ratio) pour estimer la liaison entre deux locus117. Ce rapport de vraisemblance est calculé en prenant 

en compte la fraction θ, la fréquence de l’allèle morbide et les taux de pénétrance de la maladie en 

fonction du génotype testé (Figure 6A). Il est ensuite maximisé (maximum likelihood ratio ou MLR) : 

on conserve la valeur la plus élevée obtenue en faisant varier θ de 0 à ½ (Figure 6B)117,118. Pour 

simplifier son utilisation, Morton a proposé en 1955 d’utiliser le logarithme décimal du MLR119 

(Figure 6C). Le LOD score ainsi obtenu facilite la prise en compte de l’information de plusieurs 

familles, puisqu’il suffit de faire la somme de leurs LOD scores respectifs pour obtenir un LOD score 

global.   
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Si au départ, le calcul du LOD score n’était possible que pour des structures familiales 

simples, des algorithmes ont secondairement été développés afin de permettre sa généralisation à 

tous types de structure120–123. Ces différents algorithmes sont à la base de plusieurs programmes 

informatiques comme Linkage124, GeneHunter125 ou Merlin126.  

 

Figure 6 – Définition des principaux scores de liaison 

 

La méthode décrite précédemment est dite bi-point, c'est-à-dire que la fraction de 

recombinaison est calculée entre un seul marqueur génétique et le locus morbide. Pour une plus 

grande précision, des méthodes multi-points ont été développées permettant de localiser le locus 

morbide par rapport à une carte fixe de marqueurs génétiques dont la position est connue127.  

L’analyse multi-point est donc plus puissante, car elle prend en compte simultanément les 

informations données par un grand nombre de marqueurs. Elle nécessite toutefois de connaître la 

distance entre chacun des marqueurs utilisés et requiert des capacités informatiques beaucoup plus 

importantes que l’analyse bi-point.  

II.2.1.2 Prise en compte de l’hétérogénéité de locus : LOD score d’hétérogénéité 

Un des principaux facteurs pouvant affecter la puissance des analyses de liaison est la 

présence d’une hétérogénéité de locus. Cette hétérogénéité existe quand des allèles morbides situés 

sur plusieurs locus indépendants sont à l’origine du même phénotype. Dans ces cas, si une analyse de 

liaison est réalisée avec un marqueur situé à proximité d’un de ces locus, la fraction de  

recombinaison varie selon les familles. L’analyse combinée de ces deux types de familles risque alors 

d’empêcher la détection du signal de liaison alors que celui-ci existe bien128.  

Un des moyens de détecter la liaison en cas d’hétérogénéité de locus consiste en 

l’introduction d’un paramètre supplémentaire pris en compte lors de l’analyse : le coefficient α, 
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correspondant à la proportion de familles qui possède la forme génétique de la maladie liée au 

marqueur d’intérêt129. Ce test, appelé « admixture test », permet de calculer le LOD score 

d’hétérogénéité ou HLOD130,131 (Figure 6D).  

II.2.1.3 Interprétation des résultats 

Classiquement, l’interprétation du LOD score se fait selon les règles suivantes116 :  

- LOD score ≥ 3 : liaison entre le marqueur testé et le locus maladie, 

- LOD score < -2 : absence de liaison, 

- LOD entre -2 et 3 : impossible de conclure à la présence ou non d’une liaison.  

Afin de prendre en compte le caractère imprécis de l’estimation de la fraction de 

recombinaison, il est possible de déterminer, en cas de liaison significative, l’intervalle de support. 

Cet intervalle correspond à la région située de part et d’autre du pic de liaison pour laquelle le LOD 

score dépasse un seuil correspondant au LOD score maximum moins une unité132. 

Les seuils de significativité ci-dessus ont été déterminés pour des analyses n’utilisant qu’un 

faible nombre de marqueurs. Avec l’avènement des études génome-entier et l’augmentation du 

nombre de marqueurs, il est apparu indispensable de prendre en compte la multiplicité des tests. En 

effet, une même hypothèse nulle d’absence de liaison avec la maladie est testée pour chaque 

marqueur. Le risque de faux-positif augmente donc, ce qui doit être pris en compte lors de la 

détermination du seuil de significativité (seuil α de l’erreur de type I). Lander & Kruglyak ont ainsi 

montré qu’en cas d’analyse de liaison génome-entier, un LOD score de 3 correspond à un risque 

alpha de seulement 0,09. Pour ramener ce risque au seuil couramment utilisé de 0,05, le seuil de LOD 

score doit être fixé à 3,3133. 

II.2.1.4 Analyses paramétriques et maladies complexes 

Bien que la nécessité de spécifier un modèle de transmission limite a priori l’utilisation des 

analyses paramétriques aux maladies mendéliennes, certains auteurs ont suggéré qu’elles pouvaient 

également être utilisées pour l’étude des maladies complexes, sous réserve de quelques précautions. 

Effectivement, même si une erreur de modèle risque d’entraîner une perte de puissance pour 

détecter une liaison existante134, plusieurs méthodes basées sur la maximisation du LOD score en 

fonction des paramètres du modèle ont été développées134,135. La puissance de ces méthodes est 

similaire à celle obtenue par une spécification correcte du mode de transmission136.  

Toutefois, le fait de considérer plusieurs modèles génétiques différents multiplie le risque de 

fausse positivité et doit donc conduire à corriger les seuils de significativité137. Afin de limiter 

l’augmentation de ce seuil, Greenberg et al. ont proposé l’approche MMLS-C (corrected maximized 

maximum LOD score)138. Cette approche consiste à calculer les LOD scores sous deux modèles 
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simples, dominant et récessif, chacun avec une pénétrance arbitraire de 50%, puis de sélectionner le 

modèle avec lequel on obtient le LOD score le plus élevé et d’utiliser un seuil de significativité corrigé 

de 3,3.  

 

Si l’analyse de liaison paramétrique est donc une option possible pour les maladies 

complexes, la méthode de référence dans ce type de maladie reste tout de même l’analyse de liaison 

non paramétrique.  

II.2.2 Analyses de liaison non paramétriques 

Face à la difficulté de déterminer le mode de transmission dans les maladies complexes, des 

méthodes non paramétriques ont été développées. Ces méthodes se basent également sur l’étude 

de la co-transmission de marqueurs génétiques avec la maladie, mais ne nécessitent pas de spécifier 

au préalable le mode de transmission. Pour ce faire, elles utilisent la notion de partage d’allèles 

identiques par descendance (Identical By Descent ou IBD) chez les individus atteints (Figure 7). En 

effet, chez des apparentés partageant un trait phénotypique (par exemple, atteints de SpA), on 

s’attend, quel que soit le mode de transmission, à un excès d’allèles identiques par descendance 

dans la région du gène responsable de la maladie.  

Ces méthodes ont été appliquées initialement aux paires de germains atteints (c'est-à-dire 

deux individus malades appartenant à la même fratrie), puis elles ont été généralisées à des familles 

plus complexes. 

II.2.2.1 Méthode des paires de germains atteints 

L’approche la plus simple, proposée initialement par Penrose en 1935, repose sur l’étude de 

paires de germains atteints139. Cette méthode consiste, pour un marqueur donné, à comparer chez 

deux germains malades la proportion du nombre d’allèles identiques par descendance (allèles IBD) 

par rapport à la proportion attendue en l’absence de liaison. Plusieurs tests statistiques peuvent être 

appliqués pour vérifier si la proportion observée s’écarte significativement de la proportion 

attendue. Dans la plupart des situations, le test le plus puissant est le test dit « moyen » dans lequel 

la moyenne du nombre d’allèles IBD est comparée à la moyenne attendue de 1140. 

En pratique, il est souvent difficile de déterminer de façon certaine le partage IBD entre 

paires de germains. En effet, l’absence des génotypes parentaux ou le faible polymorphisme des 

marqueurs peuvent rendre impossible la distinction entre IBD et identité par état (identical by state 

ou IBS) (Figure 7). Plusieurs méthodes ont été proposées pour remédier à ce problème. La plus 

simple est de ne conserver que les paires de germains pour lesquelles l’IBD peut être déterminée 
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sans ambiguïté141 : il en résulte toutefois une importante perte de puissance. Une autre solution 

consiste à utiliser l’IBS au lieu de l’IBD142,143. L’inconvénient de cette méthode est qu’elle nécessite 

d’estimer les fréquences alléliques dans la population. Il est souvent difficile d’établir ces fréquences 

avec précision et une erreur sur leur estimation peut conduire à la détection d’une fausse liaison144. 

Plus récemment, Risch a proposé une méthode basée sur le calcul du maximum de vraisemblance 

(Maximum Likelihood Score ou MLS)145,146. Ainsi, en l’absence des génotypes parentaux, les 

proportions du partage IBD sont calculées en considérant tous les génotypes parentaux possibles qui 

seraient en accord avec les données. 

 

Figure 7 – Partage d'allèles entre germains - notion d'IBD et d'IBS ; d’après Dawn Teare et al.116 
 

II.2.2.2 Extension à d’autres types de structures familiales 

La méthode des paires de germains atteints a secondairement été étendue à des structures 

familiales plus complexes. À partir des travaux initiaux de Whittemore et Halpern147,148, Kruglyak et 

al. ont proposé en 1996 la statistique NPL (non parametric linkage) et l’ont incorporée dans le logiciel 

Genehunter125 (Figure 8).  

Le NPL score, qui est une méthode dite exacte, se heurte à la difficulté de détermination de 

l’IBD dans certaines conditions (notamment dans les cas où il y a des génotypes manquants dans la 

famille). Pour remédier à ce problème, Kong et Cox ont élaboré une statistique basée sur le 

maximum de vraisemblance. Ils ont également transformé leur statistique Z en LOD score pour 
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permettre entre autres de déterminer les intervalles de support149. Ces méthodes sont utilisées par 

plusieurs logiciels comme Allegro ou Merlin126,150. 

 

Figure 8 – Calcul de la statistique NPL (Z score) 

 

II.2.2.3 Interprétation des résultats 

La détermination du seuil de significativité dans les analyses de liaison non paramétriques est 

complexe car ce seuil varie selon le nombre de marqueurs testés, leur étendue et le type de famille 

étudiée. Afin d’homogénéiser l’interprétation des études de liaison, Lander et Kruglyak ont publié en 

1995 une série de recommandations qui font aujourd’hui encore référence133. Ils proposent 

différents seuils de LOD score correspondant à une valeur p de 5% en fonction du type de paires 

étudiées pour des études pan-génomiques avec une forte densité de marqueurs. Ainsi le seuil de 

significativité du LOD score pour les études de paires de germains est fixé à 3,6. Afin d’éviter un trop 

grand nombre de faux négatifs, un seuil de suggestivité est proposé (correspondant à un faux positif 

attendu par hasard sur l’ensemble du génome) : ce seuil est de 2,2 pour les études de paires de 

germains. Enfin, le seuil de LOD score pour les études de réplication a été fixé à 1,18. 

Cependant ces recommandations ont été critiquées pour leur caractère arbitraire151, mais 

aussi parce qu’elles ne prennent pas en compte la puissance intrinsèque de l’étude : il est moins 

probable d’obtenir un LOD score significatif si l’effectif est petit152. La simulation de données permet 

également d’interpréter les résultats d’une analyse non paramétrique153,154. Dans un premier temps, 

des données de génotypes sont simulées sous l’hypothèse d’absence de liaison, avec la même 

structure de familles, la même carte de marqueurs, les mêmes fréquences alléliques et les mêmes 

patrons de données manquantes. Ces données sont ensuite analysées afin d’obtenir la distribution 

des LOD scores maximaux obtenus qui pourra être comparée aux résultats obtenus. 
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Malheureusement, cette approche est exigeante en ressources informatiques et peut s’avérer très 

longue notamment si la carte de marqueurs est très dense et si les structures familiales utilisées sont 

complexes.  

 

Devant la faible agrégation familiale qui caractérise la plupart des maladies complexes, de 

nouvelles méthodes d’association génétique ne nécessitant pas l’utilisation de familles étendues ont 

été développées.  

II.3. Analyses d’association génétique 

Les études d’association constituent une alternative ou un complément aux analyses de 

liaison pour l’identification de gènes de prédisposition aux maladies complexes. Elles se basent sur le 

principe de déséquilibre de liaison. On distingue deux grands types d’étude : les études cas-témoins 

et les études intra-familiales. À ces deux types d’étude, il est possible d’appliquer deux approches : 

gène-candidat ou génome entier. Compte-tenu de leur large utilisation durant ces dernières 

décennies, des recommandations ont été établies pour aider à leur conception, réalisation et 

interprétation.  

II.3.1 Déséquilibre de liaison 

Le déséquilibre de liaison (DL) se définit comme l’association non aléatoire d’allèles à des 

locus différents. Il correspond à la situation où la probabilité d’observer un couple d’allèles sur un 

chromosome n’est pas égale au produit des probabilités d’observer ces allèles individuellement155.  

Le plus souvent, il survient du fait de l’apparition d’un nouvel allèle par mutation. Le degré de DL 

entre deux locus dépend à la fois de la fraction de recombinaison θ et du délai écoulé depuis la 

survenue de la mutation à l’origine d’un des deux allèles. Ainsi, le DL diminue-t’il avec l’éloignement 

des locus et au cours des générations successives en raison de la survenue de recombinaisons. 

Ce concept a une importance fondamentale dans les analyses d’association. En effet, la mise 

en évidence d’une association entre un polymorphisme et une maladie ne signifie pas 

nécessairement que ce polymorphisme a un rôle causal dans la maladie, mais peut aussi indiquer que 

le polymorphisme est en DL avec le variant causal (Figure 9). De ce fait, il est primordial de pouvoir 

quantifier l’importance du DL. 
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Figure 9 – Associations directe et indirecte ; d’après Hirschhorn et al.156 
A – le SNP testé est le SNP causal, l’association mise en évidence est dite directe ; B – les SNPs testés 

sont en DL  avec le SNP causal. Les associations mises en évidence sont dites indirectes. 

 

De nombreuses méthodes ont été proposées pour évaluer la force du DL. La plupart d’entre 

elles mesurent le DL entre des paires de marqueurs bi-alléliques. Les plus couramment utilisées sont 

|D’| et r² 157,158 (Figure 10). Les deux coefficients |D’|et r²  varient de 0, correspondant à l’équilibre 

de liaison, à 1, correspondant à un DL complet.  

 

Figure 10 – Calcul des coefficients de DL |D'| et r² 

 

La répartition du DL sur l’ensemble du génome n’est pas homogène et ne dépend pas 

uniquement de la distance entre les marqueurs155. Les études du DL à l’échelle du génome ont 

permis de montrer que le génome était divisé en régions de fort déséquilibre de liaison (blocs de DL) 

séparées entre elles par des points chauds de recombinaison159–161. Cette répartition en blocs de DL 

est particulièrement intéressante pour les études d’association génétique car elle permet de 

restreindre le nombre de SNPs à génotyper dans les études d’association à large échelle. Les 

haplotypes les plus fréquents peuvent en effet être reconstruits à l’intérieur de chaque bloc de DL. Le 

nombre minimal de marqueurs nécessaire pour les distinguer les uns des autres (tag-SNP ou SNP-

étiquette) est ensuite déterminé162. En utilisant cette méthode, le nombre de SNPs nécessaires pour 
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couvrir le génome a été estimé entre 300 000 et 500 000 pour les non Africains et à 1 000 000 pour 

les Africains163,164. 

II.3.2 Tests d’association 

Il existe deux grands types d’études d’association génétique : les études cas-témoins et les 

études intra-familiales.  

II.3.2.1 Analyses cas-témoins 

L’approche la plus courante consiste à comparer la fréquence de polymorphismes entre un 

échantillon de cas et un échantillon de témoins sains non apparentés appartenant à la même 

population générale. De nombreuses méthodes statistiques peuvent être utilisées, cherchant le plus 

souvent à mettre en évidence des différences de fréquence allélique ou génotypique entre le groupe 

des cas et celui des témoins. Une différence statistiquement significative correspond à deux 

possibilités : soit le marqueur associé est directement impliqué dans la maladie (association directe 

ou causale), soit il est en DL avec le variant causal (association indirecte)156 (Figure 9).  

L’analyse la plus simple consiste à tester l’association entre la maladie et chaque marqueur 

pris individuellement. Il existe de nombreux tests d’association allélique ou génotypique parmi 

lesquels les plus simples sont le test du chi² et le test exact de Fisher. Ces tests nécessitent que les 

marqueurs utilisés soient en équilibre de Hardy-Weinberg (HW) dans la population étudiée. Pour 

s’affranchir de ce pré-requis, le test de Cochran-Armitage (ou test de tendance), basé sur un modèle 

de régression linéaire, peut être utilisé165. 

L’analyse séparée de chaque marqueur entraîne une perte d’information liée à l’absence de 

prise en compte du DL dans la région. Avec le nombre croissant de marqueurs génotypés dans les 

études d’association, des méthodes d’analyse multi-marqueurs ont été développées166. Ces analyses 

souffrent toutefois souvent d’un défaut de puissance en raison du nombre important d’haplotypes 

différents à tester. Pour remédier à ce problème, différentes approches ont été développées : 

certains auteurs préconisent le retrait des haplotypes rares de l’analyse, tandis que d’autres 

proposent des méthodes de clustering basées soit sur les similarités entre haplotypes, soit sur 

l’histoire évolutive des populations167. 

 

Afin de chercher à prendre en compte simultanément les informations fournies par les 

analyses de liaison et d’association, des tests d’association intra-familiale ont été mis au point. 

 

 



41 
 

II.3.2.2 Études d’association intra-familiale 

Le trio constitue la structure familiale la plus simple dans les études d’association intra-

familiale. Il est formé d’un individu malade et de ses deux parents. Le test de déséquilibre de 

transmission (TDT) a été conçu en 1993 par Spielman168. Il s’agit de comparer la fréquence de 

transmission allélique entre un parent hétérozygote et son enfant atteint à la fréquence attendue 

selon les lois de transmission mendéliennes (Figure 11). La significativité de l’association s’évalue 

grâce à un test de chi². L’hypothèse nulle du TDT postule soit l’absence de liaison en présence 

d’association, soit l’absence d’association en présence de liaison, soit l’absence de liaison et 

d’association entre le marqueur testé et la maladie. Le fait de rejeter cette hypothèse permet donc 

de conclure que le marqueur testé est à la fois lié et associé à la maladie169.  

De nombreuses extensions du TDT ont été élaborées pour permettre notamment l’utilisation 

de marqueurs multi-alléliques, de structures familiales plus complexes que des trios ou de familles 

dont certains parents n’ont pas été génotypés170. Des tests pouvant détecter une association en 

présence de liaison ont également été proposés169. 

 

Figure 11 – Principes du TDT 
 

II.3.3 Stratégie générale 

Quel que soit le type d’étude menée, deux grandes stratégies peuvent être appliquées : une 

approche gène-candidat ou une approche génome entier.  
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II.3.3.1  Approche gène-candidat  

L’approche gène-candidat est la plus intuitive pour identifier des facteurs génétiques de 

susceptibilité dans une maladie complexe. Elle consiste à sélectionner les polymorphismes à tester 

pour leur appartenance à un gène choisi en fonction de son rôle présumé dans la maladie étudiée. Le 

choix du gène s’effectue sur la base de connaissances physiopathologiques préalables, de l’étude de 

modèles animaux ou encore du rapprochement fait avec d’autres pathologies proches (comme par 

exemple, la possibilité de tester dans la SpA un gène de susceptibilité au psoriasis). Il peut également 

être guidé par des études de liaison préalables suggérant la présence d’un facteur de susceptibilité 

dans une région génétique donnée171. 

Ce type d’étude est souvent critiquée car la plupart des associations mises en évidence n’ont 

pu être répliquées dans des populations indépendantes172. Cette approche exclut  les gènes dont le 

rôle est inconnu ou dont l’implication dans la maladie est insoupçonnable, ce qui constitue une limite 

supplémentaire à leur utilisation. Pour remédier à ces limites, des approches génome-entier ont été 

développées. 

II.3.3.2 Approche génome entier 

Les progrès importants réalisés dans les techniques de génotypage au cours des années 2000 

ont rendu possible de génotyper pour un faible coût plusieurs centaines de milliers de 

polymorphismes, grâce à la technique de « puces à ADN »173. Ces progrès ont permis de s’affranchir 

de la nécessité de poser une hypothèse biologique préalable, ouvrant la voie aux études 

d’association génome-entier (Genome Wide Association Study ou GWAS). Ces GWAS testent 

l’association entre un très grand nombre de marqueurs (pouvant dépasser le million) répartis sur 

tout le génome et une pathologie donnée, le plus souvent dans de grandes cohortes de patients et 

de témoins. Depuis les premières associations identifiées en 2005 dans la dégénérescence maculaire 

liée à l’âge174, plus de 13 000 locus de susceptibilité à des maladies ou à des traits phénotypiques ont 

été recensés175.  

Ce type d’approche présente toutefois plusieurs limites. Tout d’abord, le fait de tester un très 

grand nombre de marqueurs nécessite d’adapter le niveau de significativité. Le seuil communément 

admis pour les GWAS est une valeur p inférieure à 5 x 10-8 , ce qui implique donc de recruter un grand 

nombre d’individus pour atteindre une puissance statistique suffisante176. Une autre faiblesse de ce 

type d’étude est de tester l’implication de variants relativement fréquents dans la population, ce qui 

peut expliquer que la plupart des variants identifiés n’exercent généralement qu’une influence 

modeste sur la susceptibilité globale à la maladie et ne rendent compte que d’une faible fraction de 

l’héritabilité totale177.  
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 Il apparait donc nécessaire d’explorer d’autres pistes afin d’identifier cette « héritabilité 

manquante ». Les GWAS ont jusqu’à présent essentiellement testé des variants communs178. 

Toutefois, l’implication de variants rares dans les maladies complexes semble non négligeable179. Le 

développement récent des techniques de séquençage nouvelle-génération a ouvert la voie à l’étude 

de ces variants rares. Ainsi, un reséquençage haut-débit des gènes dans lesquels des polymorphismes 

avaient été associés aux MICI a permis d’identifier près de 70 variants rares associés à la maladie 

avec un impact fonctionnel potentiel180. Les techniques de séquençage de l’ensemble des régions 

codantes du génome (whole-exome sequencing), voire même de l’ensemble du génome (whole-

genome sequencing), sont prometteuses, même si les méthodes d’analyse les plus efficaces restent 

encore à préciser181.  

II.3.4 Contrôle-qualité des données  

Les études d’association génèrent souvent de grande quantité de données de génotypage, 

qui doivent être soumises à un contrôle-qualité rigoureux avant toute analyse. Le contrôle-qualité 

des données d’une étude d’association (et notamment d’un GWAS) consiste à vérifier trois points 

principaux : la qualité des échantillons d’ADN, la qualité des marqueurs génotypés et l’absence de 

biais de sélection dans la population étudiée. 

II.3.4.1 Évaluation de la qualité des échantillons d’ADN 

Dans un premier temps, il est nécessaire de chercher à détecter des problèmes d’identité des 

échantillons, par vérification du sexe si des données de génotypage du chromosome X sont 

disponibles ou par vérification des liens de parenté en cas d’étude familiale182,183. Une fois ces 

premières vérifications effectuées, les échantillons ayant un taux de génotypage trop faible sont 

éliminés de l’analyse184.  

II.3.4.2 Évaluation de la qualité des génotypes 

Ensuite, il est nécessaire d’évaluer le taux de génotypage de chaque marqueur et d’éliminer 

ceux n’atteignant pas un certain seuil fixé le plus souvent entre 95 et 99%184. La qualité du 

génotypage peut aussi être vérifiée par la duplication de certains échantillons d’ADN permettant 

d’éliminer les SNPs dont la reproductibilité est insuffisante.  

L’équilibre de HW doit également être testé pour chaque marqueur. La loi de HW postule 

qu’au sein d’une population idéale (c'est-à-dire de grande taille, où les unions se font au hasard et en 

l’absence de migration, de mutation ou de sélection), l’équilibre des fréquences alléliques et 

génotypiques est conservé d’une génération à l’autre et que les fréquences génotypiques peuvent 

être déduites des fréquences alléliques (Figure 12)185,186. Une déviation significative de cet équilibre 
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peut indiquer la présence d’erreurs de génotypage187 ou une stratification de population188. Un 

déséquilibre de HW témoigne parfois également d’une réelle association189 : pour cette raison, de 

nombreux auteurs proposent de ne tester cet équilibre que chez les sujets sains et d’éliminer les 

marqueurs qui sont en déséquilibre de HW (p<0,0001 le plus souvent) dans cette population. 

 

Figure 12 – Équilibre de Hardy-Weinberg 

 

II.3.4.3 Recherche d’un biais de stratification 

Après avoir vérifié l’intégrité et la qualité de chaque échantillon séparément, il est important 

de les étudier dans leur ensemble afin de détecter un éventuel biais de stratification. Une population 

est dite stratifiée s’il existe une différence systématique des fréquences alléliques entre les cas et les 

témoins en rapport avec leur origine ethnique plutôt qu’avec leur trait phénotypique (Figure 13)190. 

Le fait de ne pas détecter une telle stratification peut conduire à l’identification de fausses 

associations liées aux différences ethniques plutôt qu’au trait étudié191.  

Plusieurs méthodes statistiques, comme le contrôle génomique, la structure d’association ou 

l’analyse en composante principale, ont été développées pour détecter la stratification et ajuster les 

analyses d’association en conséquence192–194. Un autre moyen de s’affranchir du biais de 

stratification est d’utiliser une approche intra-familiale. 
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Figure 13 – Biais de stratification ; d'après Balding et al.167 

 

 

Figure 14 – Calcul de l'odds ratio 

 

II.3.5 Interprétation des résultats 

L’interprétation des résultats est elle aussi soumise à des règles strictes afin de limiter le 

risque de conclusions erronées.  

II.3.5.1 Significativité et force de l’association 

L’interprétation des résultats d’une analyse d’association nécessite de bien distinguer deux 

concepts différents : la significativité de l’association et la force de celle-ci. 

La significativité de l’association est estimée par la valeur p, ou niveau de probabilité : elle 

correspond à la probabilité d’obtenir la différence observée entre les deux groupes du simple fait du 

hasard. Cette valeur est comprise entre 0 et 1 : plus elle se rapproche de 0, plus la significativité est 

importante.  
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La significativité n’est toutefois pas un reflet de la force de l’association. Celle-ci est évaluée 

par l’odds ratio (OR), ou rapport de cote (Figure 14). Lorsque l’OR est inférieur à 1, le variant est 

associé à une diminution du risque de la maladie, tandis que s’il est supérieur à 1, il est associé à une 

augmentation du risque. L’OR est souvent donné avec son intervalle de confiance, reflétant le degré 

de certitude d’une estimation. 

II.3.5.2 Correction pour tests multiples 

L’interprétation de la p-value doit également tenir compte du nombre de marqueurs testés. 

La plupart des études d’association testent un grand nombre de marqueurs. Si le seuil de risque de 

type I alpha (c’est-à-dire le risque de rejeter à tort l’hypothèse nulle) n’est pas adapté au nombre de 

tests effectués, le risque de faux-positifs augmente donc195. De nombreuses méthodes statistiques 

ont été développées pour prendre en compte la problématique des tests multiples. Il est possible de 

les séparer schématiquement en deux groupes : « Family Wise Error Rate », ou FWER, et « False 

Discovery Rate », ou FDR.  

Les méthodes FWER contrôlent la probabilité de n’avoir aucun faux-positif et sont donc très 

conservatrices. La plus fréquemment appliquée est la correction de Bonferroni qui consiste à fixer le 

seuil de significativité alpha en divisant le seuil α choisi par le nombre n de tests réalisés196,197. Les 

méthodes de type FDR permettent quant à elles de contrôler le taux de faux-positifs et sont donc 

moins conservatrices. Les deux procédures FDR les plus utilisées sont celles de Benjamini & 

Hochberg198 et de Benjamini & Yekutieli199 . 

 

Les méthodes d’identification de gènes de susceptibilité aux maladies complexes ne se 

restreignent pas à l’étude de la séquence génétique. L’étude de l’expression des gènes constitue une 

autre méthode d’identification des gènes potentiellement impliqués dans la survenue d’une maladie. 

II.4. Des polymorphismes génétiques à l’expression des gènes  

L’étude du transcriptome dans les maladies complexes s’est dans un premier temps 

principalement intéressée à l’identification de gènes différentiellement exprimés. Plus récemment, 

les données génétiques et transcriptomiques ont été combinées entre elles afin de mieux expliquer 

les conséquences fonctionnelles des polymorphismes de susceptibilité.  

II.4.1 Étude du transcriptome dans les maladies complexes 

Le transcriptome est constitué de l’ensemble des ARNm issus de la transcription des gènes. 

Son étude s’est récemment développée dans les maladies complexes afin d’identifier des gènes 
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différentiellement exprimés entre malades et témoins. Elle a aussi permis de mieux comprendre 

l’implication de certains polymorphismes de susceptibilité. En effet, des variations de la séquence 

nucléotidique peuvent avoir un impact direct sur l’expression de certains gènes et ainsi favoriser une 

maladie.  

II.4.1.1 Définition 

La transcription est une étape intermédiaire indispensable à la production de protéines à 

partir de l’ADN génomique. L’ADN doit d’abord être transcrit en pré-ARN ou ARN primaire. Une 

étape d’épissage vient ensuite, consistant en l’excision des régions non codantes (introns) pour 

aboutir à la formation d’un ARNm. L’ensemble de ces ARNm issus de la transcription des gènes 

constitue donc le transcriptome. L’étude du transcriptome permet d’établir un profil d’expression 

génique spécifique à l’échantillon étudié (type cellulaire ou tissu) à un moment et dans une condition 

physiologique donnés. Elle peut donc apporter des informations précieuses sur certains états 

pathologiques. Par exemple, la comparaison du transcriptome entre les cellules provenant de sujets 

malades et celles provenant de sujets sains peut permettre l’identification des gènes 

différentiellement exprimés en lien avec la physiopathologie de la maladie. 

II.4.1.2 Techniques d’étude 

L’évaluation de l’expression des gènes, initialement limitée à l’étude de quelques gènes 

candidats, a pu ensuite se généraliser à l’ensemble du transcriptome. Les plus anciennes techniques 

d’étude génome-entier sont basées sur l’hybridation d’ARNm à des puces200. Ces méthodes 

présentent toutefois plusieurs limites. Tout d’abord, seuls les transcrits déjà connus peuvent être 

identifiés201. Ensuite, des hybridations non spécifiques peuvent survenir et occasionner un bruit de 

fond parasitant le signal recherché202. Enfin, l’efficacité de détection des puces est limitée, ce qui ne 

permet pas de détecter facilement les transcrits de faible abondance203.  

Plus récemment ont été développées des méthodes de séquençage haut-débit204. Ces 

méthodes permettent la quantification des transcrits avec la possibilité d’en mesurer l’expression 

spécifique d’allèles205. Elles apportent également un grand nombre d’informations supplémentaires 

par rapport aux méthodes d’hybridation, telles que l’identification des sites d’initiation de la 

transcription, de transcrits alternatifs, de fusion de gènes ou encore d’ARN non codants206. 

II.4.1.3 Stratégie d’étude 

Le plan d’expérience et la stratégie d’analyse d’une étude transcriptomique dépendent avant 

tout de l’objectif fixé. Concernant les maladies complexes, cet objectif consiste le plus souvent en 

l’identification des gènes différentiellement exprimés entre malades et témoins. Dans un premier 
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temps sont déterminés le type d’échantillon biologique à étudier, le traitement de ces échantillons 

(culture, stimulation,…) et leur nombre. 

Une fois le plan d’expérience fixé, l’ARN extrait à partir des échantillons collectés est hybridé 

sur puce ou séquencé. Les données d’expression brutes obtenues sont ensuite pré-traitées, afin de 

les rendre analysables207. Ce pré-traitement comporte la soustraction du bruit de fond du signal 

obtenu, puis la normalisation des données permettant de comparer les puces entre elles. Enfin, le 

signal de l’ensemble des sondes correspondant à un gène est combiné pour obtenir le niveau global 

d’expression d’un gène. 

 Les données d’expression sont alors prêtes à être analysées. En fonction du plan 

d’expérience, plusieurs tests statistiques sont susceptibles d’être utilisés comme le t-test, l’ANOVA 

(Analysis of Variance) ou la régression linéaire208. Les résultats doivent être interprétés en fonction 

de leur niveau de significativité (donné par la p-value) et de l’importance de la différence observée, 

évaluée par le fold-change (niveau moyen d’expression d’un groupe rapporté à celui du groupe 

comparateur).  

Ces résultats nécessitent ensuite d’être validés. La première étape de validation est dite 

« technique » et a pour but de s’assurer de la reproductibilité des valeurs d’expression obtenues. 

Pour cela, le niveau d’expression des gènes identifiés comme différentiellement exprimés est évalué 

par une méthode plus robuste, la PCR quantitative, à partir des mêmes échantillons d’ARN.  Dans un 

second temps, le niveau d’expression des gènes d’intérêt est mesuré dans de nouveaux échantillons 

afin de tenter de confirmer l’expression différentielle (validation biologique). 

 

Les données génétiques et transcriptomiques peuvent être analysées simultanément à la 

recherche de locus modulant le niveau d’expression d’un gène (expression quantitative trait locus ou 

eQTL). 

II.4.2 Locus associé à l’expression d’un caractère quantitatif 

II.4.2.1 Définition 

Les polymorphismes génétiques situés dans des éléments régulateurs ont la capacité 

potentielle d’influencer le niveau d’expression génique. L’étude simultanée du génome et du 

transcriptome peut donc permettre une meilleure compréhension des mécanismes à l’origine des 

maladies complexes. 

Un polymorphisme génétique est capable d’influencer le taux d’expression d’un transcrit de 

deux manières différentes, dites en cis ou en trans (Figure 15). Les mécanismes en cis correspondent 

aux situations où un polymorphisme à proximité du gène (le plus souvent au niveau du site 



49 
 

promoteur) affecte directement la fixation de facteurs de transcription au génome. Dans ce cas, le 

SNP se situe sur le même chromosome que le gène dont il régule l’expression à une faible distance 

de celui-ci. À l’inverse, les mécanismes en trans correspondent à une action indirecte du 

polymorphisme sur l’expression d’un gène via l’intervention d’un élément régulateur (facteur de 

transcription, co-activateur de la transcription, micro-ARN). Dans ce cas, le SNP responsable de 

l’association peut se situer n’importe où sur le génome. 

Les locus modulant l’expression d’un gène sont appelés eQTLs. Par abus de langage, ce terme 

est parfois aussi utilisé pour les gènes dont l’expression est modulée par un SNP. On parle alors 

d’eSNP pour le SNP affectant l’expression.  

 

Figure 15 – Mécanismes des eQTLs ;  d’après Cheung et al.209 

 

II.4.2.2 Techniques d’étude 

L’analyse des eQTLs nécessite de disposer de données d’expression génique dans des 

cellules, ou dans un tissu cible, chez plusieurs individus. La méthode d’identification des eQTLs est 

basée sur le principe que les niveaux d’expression génique peuvent être analysés de la même façon 

que n’importe quel trait phénotypique quantitatif.  

L’identification d’un eQTL nécessite de disposer pour un même individu de données 

génétiques et de données d’expression afin de pouvoir lier les deux. Grâce aux techniques haut-

débit, il est maintenant possible de réaliser des études pangénomiques. 



50 
 

II.4.2.3 Stratégie d’analyse 

Tout comme dans les études de transcriptomique, la première étape consiste à choisir le type 

cellulaire ou tissulaire à analyser. Ce choix est important car il a été démontré qu’une forte 

proportion des eQTLs étaient dépendants du type cellulaire210,211. Bien que ces échantillons soient 

parfois difficiles à obtenir, le choix d’un type cellulaire ou tissulaire potentiellement impliqué dans la 

maladie étudiée est donc à privilégier212. 

Il existe plusieurs méthodes d’identification des eQTLs. La plupart d’entre elles ont été 

adaptées à partir des méthodes d’analyse utilisées pour la recherche de locus associés à un trait 

qualitatif : analyses de liaison213, analyses d’association chez des individus non apparentés214 ou 

analyses d’association intra-familiale215. D’autres méthodes ont été développées spécifiquement 

comme les méthodes spécifiques d’allèle permettant de détecter des différences d’expression entre 

chacun des allèles chez un individu hétérozygote216. 

 

L’identification des facteurs génétiques dans les maladies complexes est rendue aujourd’hui 

possible grâce au progrès des techniques de biologie moléculaire de haut-débit et à la mise au point 

de méthodes statistiques adaptées. Toutes ces techniques ont été appliquées à la SpA et ont abouti à 

l’identification de nombreux facteurs génétiques de susceptibilité.  
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CHAPITRE 3 - LA SPONDYLOARTHRITE : UNE MALADIE 

GÉNÉTIQUE COMPLEXE 

 

Les études d’épidémiologie génétique portant sur la SpA ont permis d’établir son caractère 

multifactoriel et de mieux comprendre l’influence des facteurs génétiques de susceptibilité à la 

maladie. Un certain nombre de ces facteurs ont pu être identifiés. Plus récemment, les modifications 

d’expression génique impliquées dans la survenue de la SpA ont fait l’objet de recherches. 

III.1. Épidémiologie génétique de la spondyloarthrite 

La plupart des études d’épidémiologie génétique se sont intéressées à la SA, mais plus 

récemment des recherches ont été menées sur l’ensemble des sous-types de SpA. Si celles-ci ont 

permis d’établir le poids prédominant des facteurs génétiques dans la survenue de la SpA, certains 

facteurs environnementaux de susceptibilité ont également été mis en évidence.  

III.1.1 Épidémiologie génétique de la spondylarthrite ankylosante 

La première étape de l’étude génétique d’une maladie complexe repose sur la mise en 

évidence d’une agrégation familiale de la maladie. Il s’agit ensuite de montrer que cette agrégation 

est liée à une composante génétique, puis de la caractériser avant d’identifier les gènes en cause 

(Figure 16). 

III.1.1.1 Agrégation familiale 

L’éventualité de l’implication de facteurs génétiques dans la survenue de la SA a été évoquée 

dans les années 1930, sur la base d’observations de cas regroupés au sein d’une même famille217,218. 

Dans les années 1960, les premières études familiales systématiques ont permis d’évaluer 

l’agrégation familiale au travers du calcul de l’indice de récurrence λ219,220. Cet indice est défini 

comme le rapport de la prévalence de la maladie chez les individus apparentés à un malade sur la 

prévalence de la maladie dans la population générale221 (Figure 16A).  

Une méta-analyse des données familiales dans la SA publiées avant 2000 a permis d’estimer 

l’indice de récurrence λ1 chez les apparentés au premier degré (parents/enfants) à 79, similaire à 

l’indice de récurrence λs chez les germains (frères/sœurs) qui était de 82222. Cet indice est beaucoup 

plus élevé que dans la plupart des autres maladies complexes223.  Il convient toutefois de préciser 

que la prévalence de SA dans la population générale utilisée dans cette méta-analyse pour estimer 
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les indices de récurrence était plus faible que dans la plupart des études de prévalence (0,1%), ce qui 

a pu conduire à une surestimation de l’indice de récurrence. 

 

 

Figure 16 – Les différentes étapes de l’épidémiologie génétique des maladies complexes 

 

III.1.1.2 Études de jumeaux 

L’agrégation familiale peut être le reflet de facteurs environnementaux ou génétiques. 

L’étude du taux de concordance entre jumeaux permet d’évaluer le poids respectif de ces deux types 

de facteur. Ce taux correspond au rapport entre le nombre de paires de jumeaux présentant deux 

individus atteints (jumeaux concordants) et le nombre de paires de jumeaux ne présentant qu’un 

seul individu atteint (jumeaux discordants). Schématiquement, on considère que la discordance 

entre jumeaux monozygotes (MZ) est d’origine environnementale, alors que la discordance entre 

jumeaux dizygotes (DZ) serait d’origine mixte (génétique et environnementale). Ainsi la différence 

entre les taux de concordances observés chez les jumeaux MZ et DZ est le reflet de l’importance des 

facteurs génétiques (Figure 16B). 
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 Trois études ont évalué le taux de concordance chez des jumeaux atteints de SA224–226. Les 

effectifs de ces études sont globalement faibles mais toutes s’accordent sur un point : le taux de 

concordance de SA est plus élevé chez les jumeaux monozygotes que chez les jumeaux dizygotes 

(Tableau 6). Cette différence indique un poids important des facteurs génétiques dans la survenue de 

la maladie par rapport aux facteurs environnementaux (ou l’intervention de facteurs 

environnementaux ubiquitaires). L’héritabilité de la SA, c'est-à-dire la proportion de la variance 

expliquée par des effets génétiques, a ainsi été estimée à plus de 90%225. 

Tableau 6 – Études de jumeaux réalisées dans la SA 

Étude Concordance jumeaux MZ (%) Concordance jumeaux DZ (%) 

Järvinen et al.
224

 3/6 (50%) 3/20 (15%) 

Brown et al.
225

 6/8 (75%) 4/32 (12.5%) 

Pedersen et al.
226

 2/5 (40%) 1/23 (4%) 

 

III.1.1.3 Études de ségrégation : modélisation de la transmission de la maladie 

À partir de la méta-analyse des données familiales précédemment citée, Brown et al. ont 

proposé un modèle de transmission de la SA222. En se basant sur les indices de récurrence estimés 

chez différents types d’apparentés et sur les travaux de Risch concernant la modélisation de la 

transmission des modèles multi-locus221, le modèle de transmission correspondant le mieux à la SA 

s’est révélé être un modèle multiplicatif oligogénique à cinq locus avec un effet polygénique résiduel. 

Ce modèle a toutefois tendance à être remis en question : en effet, plus d’une vingtaine de locus de 

susceptibilité à la SA ont déjà été identifiés et l’ensemble de ces locus est loin d’expliquer la totalité 

de l’héritabilité à la maladie227. 

Les études décrites ci-dessus n’ont inclus que des cas de SA. Cependant, il existe d’autres 

sous-types de SpA parmi les apparentés de patients atteints de SA. Pour avoir une vision exhaustive 

du terrain génétique de la SpA, il convient de prendre en compte ces cas. 

III.1.2 Épidémiologie génétique de la spondyloarthrite 

La majorité des études d’épidémiologie génétique portant sur la SpA dans son ensemble a 

été réalisée par le Groupe Français d’Étude Génétique de la Spondylarthrite (GFEGS). Après avoir 

établi la pertinence de l’étude groupée des différents sous-types de SpA, le GFEGS a évalué 

l’agrégation familiale dans la SpA.  
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III.1.2.1 Pertinence de l’étude de la spondyloarthrite dans son ensemble sur le plan 

génétique 

Afin de savoir si l’ensemble des sous-types de SpA pouvait être regroupé dans les études 

génétiques, le GFEGS a conduit plusieurs études phénotypiques de familles multiplex de SpA, c'est-à-

dire possédant plus d’un membre malade228–230. Les principales conclusions de ces études sont que 

les sous-types de SpA sont distribués aléatoirement au sein des familles et que toutes les 

manifestations de SpA apparaissent liées entre elles228,229. Il est donc possible de considérer les sous-

types de SpA comme des variations phénotypiques d’une seule maladie, justifiant leur regroupement 

dans les études génétiques.  

L’étude des familles multiplex par la méthode d’analyse en cluster a aussi permis 

d’individualiser deux formes de SpA. Le phénotype A se caractérisait par un âge de début tardif et la 

prédominance de l’atteinte axiale, tandis que dans le phénotype B, l’âge de début était plus précoce 

et la fréquence des atteintes articulaires périphériques et extra-articulaires était supérieure. Ces 

deux phénotypes, qui pourraient correspondre à différents degrés de sévérité de la maladie, 

présentaient une tendance à l’agrégation familiale230. 

III.1.2.2 Agrégation familiale dans la spondyloarthrite 

Contrairement à la SA, une seule étude familiale systématique de la récurrence considérant 

la SpA dans son ensemble a été réalisée à ce jour231. Le taux de récurrence de la maladie était 

d’environ 12% chez les apparentés au premier degré et chez les germains. En prenant en compte la 

prévalence estimée de SpA en France en 2001 de 0,3%2, les indices de récurrence λ1 et λs  étaient 

donc de 40.  

Les études de jumeaux décrites précédemment ont montré une concordance incomplète 

chez les jumeaux monozygotes, ce qui suggère le rôle de facteurs environnementaux dans le 

déterminisme de la SpA. Peu d’entre eux ont cependant été identifiés. 

III.1.3 Facteurs environnementaux  

Les micro-organismes figurent parmi les facteurs environnementaux les plus souvent 

incriminés dans la survenue de la SpA. Ce rôle est suggéré par le déclenchement d’arthrites 

réactionnelles faisant suite à des infections uro-génitales ou digestives91. L’implication du HLA-B27 

est renforcée par le modèle animal du rat transgénique pour le HLA-B27 et la β2-microglobuline 

humaine232. En effet, ces animaux ne développent aucun symptôme s’ils sont élevés en atmosphère 

stérile233, alors que la reconstitution de leur flore intestinale suffit à la survenue de la maladie234.  
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D’autres facteurs environnementaux semblent intervenir, si ce n’est dans la survenue de la 

SpA, du moins dans son activité ou sa sévérité. Ainsi, le tabagisme a été récemment suspecté d’être à 

l’origine d’un début plus précoce de la maladie, d’un niveau d’activité plus élevé et d’une plus grande 

fréquence de lésions structurales235,236. De même, le stress semble augmenter le niveau d’activité de 

la SpA237. 

Devant la constatation de la forte héritabilité de la SpA et de son caractère polygénique, de 

nombreuses études ont cherché à identifier les gènes de susceptibilité à la maladie avec un succès 

croissant ces dernières années. 

III.2. Facteurs de susceptibilité génétique identifiés dans la 

spondyloarthrite 

Le premier facteur génétique de susceptibilité identifié dans la SpA s’est révélé être 

l’antigène HLA-B27 situé dans le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Durant les années 

1990, plusieurs études de liaison ont été réalisées sans toutefois obtenir de résultats déterminants. Il 

a fallu attendre 2007 et la publication du premier GWAS pour que des gènes de susceptibilité à la 

SpA soient identifiés en dehors du CMH.  

III.2.1 Complexe majeur d’histocompatibilité 

Le CMH est une région située sur le chromosome 6 (6p21.3). Elle est formée de trois sous-

régions : Human Leucocyte antigen (HLA) de classe I, HLA de classe II et HLA de classe III, toutes très 

polymorphes. Cette région est caractérisée par une grande richesse en gènes, dont la majorité sont 

impliqués dans la réponse immunitaire. Le CMH a donc été étudié dans de nombreuses maladies 

auto-immunes et inflammatoires, conduisant à l’identification de facteurs génétiques de 

susceptibilité à celles-ci238. Dans la SpA, l’antigène HLA-B27 qui appartient au CMH de classe I est le 

facteur de susceptibilité majeur à la maladie, mais d’autres facteurs situés dans le CMH semblent 

également impliqués.  

III.2.1.1 HLA-B27 

Association à la spondyloarthrite 

L’association entre l’allèle HLA-B27 et la SpA a été rapportée pour la première fois en 1973. 

Deux études publiées quasi-simultanément mettaient en évidence un taux élevé (96%) de porteurs 

de l’allèle HLA-B27 parmi les patients atteints de SA98,99. Depuis cette description initiale, 

l’association entre l’antigène HLA-B27 et les différentes formes de SpA a été confirmée à plusieurs 

reprises100. Dans l’étude de la cohorte GAZEL (cf Annexe 1), 75% des patients et 6,9% des témoins 
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étaient porteurs  de l’allèle B27. Le risque relatif de développer une SpA chez les sujets HLA-B27 était 

de 394. 

L’important polymorphisme des molécules du CMH, et particulièrement du HLA-B27, a 

conduit à l’individualisation de plusieurs centaines de sous-types de l’antigène HLA-B27 

(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/). L’allèle ancestral, dont dériveraient les autres par mutation, serait 

HLA-B*2705, majoritaire dans les populations caucasiennes239. La plupart des sous-types communs, 

comme B*2702, B*2704, B*2705 et B*2707, ont été associés à la maladie240. Deux sous-types 

semblent en revanche peu ou pas associés à la maladie : B*2706 (fréquent en Asie du Sud Est) et 

B*2709 (décrit uniquement en Sardaigne et en Italie du Sud)241,242.  

Hypothèses physiopathologiques liant HLA-B27 à la spondyloarthrite 

La principale fonction des molécules du CMH de classe I est de présenter des peptides intra-

cellulaires, dérivés de molécules du soi, de virus ou de bactéries, aux lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques, participant ainsi à la réponse immune adaptative243. Le CMH de classe I joue également 

un rôle dans la réponse immune innée par sa capacité à interagir avec les récepteurs inhibiteurs KIR 

(Killer Immunoglobulin Receptor) exprimés à la surface des cellules Natural Killer (NK)244. 

Bien que l’association entre la SpA et HLA-B27 ait été découverte il y a plus de 40 ans, les 

mécanismes à l’origine de cette association restent à ce jour largement méconnus. Plusieurs théories 

ont été proposées sans qu’aucune ne soit définitivement confirmée. Elles sont résumées dans le 

Tableau 7.  

III.2.1.2 Autres gènes du complexe majeur d’histocompatibilité 

D’autres allèles HLA de classe I ont été incriminés dans la susceptibilité à la SpA comme HLA-

B*1403, HLA-B*60, HLA-B*39, HLA-B*38, HLA-B*40 et HLA-B*52239. Cependant, la plupart de ces 

études portent sur de faibles effectifs et leurs résultats sont parfois discordants. Il est donc difficile 

d’en tirer des conclusions définitives. Les allèles pour lesquels les données disponibles sont les plus 

convaincantes sont HLA-B*60, qui augmente la susceptibilité à la SpA principalement chez les sujets 

HLA-B27 positifs (HLA-B27+)245, et HLA-B*1403, qui est associé à la maladie dans les populations sub-

sahariennes où le HLA-B27 est extrêmement rare239. 

D’autres études ont été consacrées aux gènes du CMH en dehors du CMH de classe I. Leur 

interprétation est toutefois très délicate, du fait de la présence d’un DL considérable dans la région 

du CMH et du poids du facteur HLA-B27. La plupart des associations décrites sont vraisemblablement 

la conséquence d’un DL entre les allèles identifiés et le HLA-B27. Certaines études récentes ont 

toutefois été réalisées avec une méthodologie permettant de s’affranchir au maximum de l’influence 

http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/
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de l’allèle HLA-B27. En génotypant un grand nombre de SNPs du CMH chez des patients B27+ et des 

témoins B27+, Diaz-Pena et al. ont ainsi pu montrer un rôle probable de HLA-DPA1 dans la 

susceptibilité à la SA246,247. Zhou et al. ont quant à eux utilisé une stratégie d’analyse stratifiée sur la 

présence de HLA-B27 qui a permis de mettre en évidence une influence d’un polymorphisme du gène 

MICA sur le risque de SpA248. 

L’antigène HLA-B27 et l’ensemble du CMH contribuent donc fortement au déterminisme 

génétique de la SpA. Toutefois, il existe de nombreux arguments en faveur de l’existence d’autres 

facteurs génétiques. 

 

Tableau 7 – Principales hypothèses liant HLA-B27 à la SpA 

Hypothèses Mécanismes 

Théories spécifiques de l’antigène 

Peptide arthritogène Les molécules HLA-B27 associées à la SpA lieraient spécifiquement des 

peptides à tropisme articulaire, reconnus par des lymphocytes T auto-

réactifs. Des peptides exogènes bactériens, ayant une homologie de 

séquence avec ces peptides arthritogènes, pourraient avoir initialement 

activé ces clones auto-réactifs
249

. 

Mimétisme moléculaire Des anticorps dirigés contre des motifs peptidiques bactériens pourraient 

avoir une réaction croisée avec l’antigène tissulaire HLA-B27. Les bactéries en 

cause dans le déclenchement des arthrites réactionnelles pourraient ainsi 

réagir de façon croisée avec l’antigène tissulaire HLA-B27
250

. 

Théories indépendantes de l’antigène 

Anomalies du repliement  La chaîne lourde du HLA-B27 se replie plus lentement que d’autres molécules 

HLA. L’accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum 

endoplasmique pourrait conduire à un stress cellulaire UPR (Unfolded 

Protein Response) responsable entre autres de l’activation du facteur de 

transcription NFκB et de la production de cytokines pro-inflammatoires
251

. 

Formation d’homodimères  Les chaînes lourdes du HLA-B27 ont tendance à former des homodimères 

pouvant être exportés à la surface cellulaire. Ces homodimères pourraient 

être reconnus par des récepteurs KIR sur les cellules NK et les LT. Cette 

reconnaissance protégerait les cellules NK de l’apoptose et favoriserait la 

prolifération et la production d’IL17 par les cellules T
252,253

. 
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III.2.1.3 Arguments pour l’implication d’autres facteurs génétiques en dehors du complexe 

majeur d’histocompatibilité 

L’allèle HLA-B27 n’est pas nécessaire à la survenue de la maladie : selon les cohortes 

étudiées, on note que 5 à 25% des sujets atteints de SpA ne sont pas porteurs de l’allèle HLA-B274,240. 

En outre, la présence du HLA-B27 n’implique pas systématiquement la survenue de la maladie, loin 

s’en faut. On estime ainsi que seuls 1 à 10% des porteurs de l’allèle HLA-B27 dans la population 

générale développent une SpA4,10,23. Ce risque est environ 15 fois plus élevé chez les sujets HLA-B27 

positifs apparentés au premier degré à un individu atteint de SpA23. Ce constat suggère l’intervention 

d’autres facteurs génétiques.  

L’étude de jumeaux apporte un argument supplémentaire, puisque la différence du taux de 

concordance entre jumeaux MZ et DZ persiste même si on ne considère que les paires de jumeaux 

HLA-B27224–226. Enfin, la sévérité de la maladie semble elle-aussi influencée par des facteurs 

génétiques autres que HLA-B27. En effet, le BASDAI, le BASFI et le BASRI (respectivement indices 

d’activité, de sévérité fonctionnelle et de sévérité radiologique de la maladie) ont tous été associés à 

une forte héritabilité254,255. Ces  études  ayant  été  réalisées  uniquement  chez  des  patients  HLA-

B27+, l’héritabilité observée est donc attribuable à d’autres facteurs qu’à cet antigène HLA.   

Au total, la part attribuable au HLA-B27 est évaluée entre 20 et 50% du déterminisme 

génétique global231,256.  

III.2.2 Locus de susceptibilité à la spondyloarthrite en dehors du complexe 

majeur d’histocompatibilité 

Les méthodes de recherche de gènes de susceptibilité dans les maladies complexes décrites 

précédemment ont toutes été appliquées à la SpA, qu’il s’agisse des études de liaison ou des études 

d’association.  

III.2.2.1 Études de liaison 

Trois études de liaison pangénomique ont été précédemment publiées dans la SpA : deux se 

sont intéressées uniquement à la SA257–259 et la troisième à l’ensemble des sous-types de SpA260. 

Leurs résultats sont résumés dans le Tableau 8. Ces trois études ont fait secondairement l’objet de 

deux méta-analyses261,262.  

Criblages génomiques de l’équipe d’Oxford 

La première étude a été réalisée par le groupe d’étude génétique de la SA d’Oxford. Elle a 

comporté deux étapes successives analysées d’abord séparément puis conjointement257,258. L’analyse 
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conjointe portait sur 185 familles comprenant 255 paires de germains atteints. Le génotypage de 

marqueurs microsatellites répartis sur tout le génome a été effectué chez 818 individus (445 malades 

et 373 sujets sains). Le nombre de microsatellites différait en fonction du jeu de familles analysé : 

505 marqueurs lors de la première étape (99 familles ; 130 paires de germains affectés), 367 

marqueurs lors de la seconde étape (86 familles ; 125 paires de germains atteints). L’analyse du 

chromosome X effectuée séparément a porté sur 234 des 255 paires de germains atteints263. 

Les données ont ensuite été analysées selon une méthode non paramétrique (bi-points et 

multipoints). Les seuils de significativité et de suggestivité du LOD score ont été fixés respectivement 

à 3,6 et 2,2 en accord avec les recommandations de Lander et Kruglyak133. L’analyse multipoints a 

permis de mettre en évidence deux régions significativement liées à la SA : la région du CMH avec un 

LOD score de 15,6 et la région 16q23.3 avec un LOD score maximal de 4,7. Par ailleurs, cinq locus 

supplémentaires ont atteint le seuil de suggestivité dans au moins l’un des deux types d’analyse (bi-

points ou multipoints) : 1p, 2q, 9q, 10q et 19q. Aucune liaison n’a été observée au niveau du 

chromosome X. 

Criblage génomique du consortium Nord-Américain 

En 2004, le North American Spondyloarthritis Consortium (NASC) a publié une étude de 

liaison portant sur 180 familles (244 paires de germains atteints)259. Comme dans l’étude du groupe 

d’Oxford, seuls des cas de SA étaient inclus. Un jeu de 400 marqueurs microsatellites a été utilisé 

initialement pour génotyper les individus. Dans un second temps, 16 nouveaux marqueurs ont été 

génotypés pour affiner les premiers résultats.  

La région du CMH était la seule à obtenir un score de liaison significatif. Aucune région 

n’atteignait le seuil de suggestivité, même si deux régions sur les bras longs des chromosomes 6 et 11 

s’en approchaient.  

Criblage du Groupe Français d’Étude Génétique de la Spondylarthrite 

Contrairement aux études précédentes, le criblage réalisé par le GFEGS s’est intéressé à 

l’ensemble des sous-types de SpA260. Sa seconde particularité est d’avoir inclus des familles plus 

étendues présentant notamment plusieurs générations de malades. L’étude s’est déroulée en deux 

étapes. Dans un premier temps, 369 marqueurs microsatellites ont été génotypés dans un premier 

panel de 65 familles multiplex. Une étude d’extension a ensuite été réalisée en génotypant 21 

microsatellites localisés sur les régions d’intérêt identifiées lors de la première étape dans les mêmes 

familles, ainsi que dans 55 familles multiplex supplémentaires.  
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Lors de la première étape de l’étude, aucune région n’a atteint le seuil de significativité ou de 

suggestivité en dehors du CMH (NPL score de 5,29). Cependant, quatre régions d’intérêt potentiel 

ont été identifiées sur les bras longs des chromosomes 5, 9, 13 et 17. Ces régions ont été examinées 

plus densément dans la deuxième partie de l’étude qui a conduit à l’identification d’une région 

significativement liée en 9q31-34 (NPL score de 4,87). Cette région chevauchait la région où une 

liaison suggestive avait été mise en évidence par le groupe d’Oxford. Ce locus a été baptisé SPA2. 

Méta-analyses 

Deux méta-analyses ont été publiées successivement en 2005 et en 2007261,262. Les deux se 

basaient sur les résultats des trois études précédemment citées, mais seule l’étude de Carter et al.262 

a utilisé les données brutes de génotypage.  

Bien que la méthodologie utilisée ait été différente, les résultats des deux études se sont 

révélés assez proches. La méta-analyse de Lee et al.261 mettait en évidence une liaison significative au 

niveau de la région du CMH, ainsi qu’un signal de liaison suggestif  dans cinq autres régions : 6q, 9q, 

16q, 17p et 19p. L’étude de Carter et al. identifiait une liaison significative avec le CMH et une liaison 

suggestive avec trois autres locus, 6q, 10q et 16q. 

 

Tableau 8 – Résultats des analyses de liaison dans la SpA 

Étude Phénotype 
Nombre de 

Familles 
Nombre de 

Microsatellites 
Locus 

significatifs 
Locus 

suggestifs 

Oxford
257,258

 SA 185 (99 + 86) 505+367 CMH, 16q23.3 1p, 2q, 9q, 10q et 19q 

NASC
259

 SA 180 400 (+16) CMH Aucun 

GFEGS
260

 SpA 120 369 (+ 21) CMH 

9q31-34 

Aucun 

Lee et al.
261

 SA - - CMH 6q, 9q, 16q, 17p et 19p 

Carter et al.
262

 SA - - CMH 6q, 10q et 16q 

 

Étude approfondie du locus SPA2 

Parmi les régions chromosomiques liées de manière significative ou suggestive à la SpA, seule 

la région SPA2 a fait l’objet d’une étude plus approfondie. L’objectif était d’identifier le ou les 

facteurs génétiques de susceptibilité à la maladie expliquant le signal de liaison observé à la fois dans 

le criblage génomique du GFEGS et dans celui du groupe d’Oxford.  

Les premiers résultats de l’étude de ce locus ont été publiés en 2009264. Grâce à une analyse 

de liaison densifiée de la région 9q31-34 (28 marqueurs micro-satellites génotypés dans 149 familles 
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multiplex dont 120 avaient déjà été analysées dans l’étude de liaison pangénomique), la région 

d’intérêt a pu être réduite à un intervalle de 13 Mb. Une cartographie fine de déséquilibre de liaison 

de cet intervalle a été établie grâce au génotypage de 1536 tag SNPs dans 136 familles (36 familles 

ayant obtenu les scores de liaison les plus élevés dans la région et 100 nouvelles familles). Elle a 

conduit à l’identification d’un SNP significativement associé à la SpA, rs4979459. Le génotypage de ce 

SNP et d’une trentaine d’autres l’entourant dans 287 familles a permis de montrer une association 

significative entre un haplotype de six SNPs et la SpA, association qui a été ensuite répliquée dans 

une population indépendante de cas-témoins.  

Parallèlement à ces investigations, les gènes-candidats de la région ont été re-séquencés en 

deux étapes. Tout d’abord, les régions codantes du gène de la ténascine C, apparaissant comme le 

meilleur candidat du fait de sa position et de sa fonction (ce gène code pour une glycoprotéine de la 

matrice extra-cellulaire exprimée dans les enthèses), ont été re-séquencées. Les polymorphismes les 

plus intéressants ont été ensuite génotypés dans une collection de trios. Aucune association 

significative n’a pu être mise en évidence265. Dans un second temps, les régions codantes et 

régulatrices de neuf gènes-candidats positionnels supplémentaires ont été re-séquencées (ZNF618, 

A1L4R1_HUMAN, AMBP, KIF12, ORM1, ORM2, C9ORF91, ENSESTG000000230601 et TNFSF8). Les 

polymorphismes différentiellement représentés entre les patients et les témoins ont secondairement 

fait l’objet d’une étude d’extension dans une population de cas-témoins français indépendants. Les 

polymorphismes dont l’association avec la maladie a été confirmée ont été génotypés dans deux 

cohortes, portugaise et belge, dans le but de répliquer les associations. Au terme de ces étapes, il a 

été montré que rs3181357, un SNP intronique rare du gène TNFSF8, était significativement associé à 

la SpA266. 

La présence de ce SNP rare ne semblait toutefois pas expliquer à elle seule tout le signal de 

liaison détecté dans la région. Cette région délimitée par l’haplotype de susceptibilité a fait depuis 

l’objet d’un re-séquençage complet afin d’identifier d’éventuels facteurs de susceptibilité 

additionnels.  

Les résultats des études de liaison dans la SpA ont été dans l’ensemble assez décevants 

jusqu’à présent, avec un seul locus de susceptibilité en dehors du CMH identifié dans deux études. 

L’analyse de ce locus, SPA2, montre la difficulté de trouver le ou les gène(s) de susceptibilité 

expliquant la liaison. Pour ces raisons, les études de liaison ont été progressivement délaissées au 

profit des études d’association.  

III.2.2.2 Études d’association 

Les études d’association ont d’abord été restreintes à l’analyse de gènes-candidats puis, 

grâce aux progrès technologiques, ont pu s’étendre à l’ensemble du génome.  
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Études gène-candidat 

De nombreuses études d’association gène-candidat dans la SpA ont été publiées, concernant 

le plus souvent le sous-type SA. Leurs résultats sont résumés dans le Tableau 9. Toutefois, comme 

dans la plupart des maladies complexes, la majorité des associations mises en évidence n’ont pu être 

répliquées de façon indépendante, remettant en question la réalité de ces associations.  

Études génome-entier 

À ce jour, seul le sous-type SA a fait l’objet de GWAS. Quatre GWAS ont été publiés : trois 

dans des populations caucasiennes267–269 et une dans la population chinoise Han270. Ces études ont 

permis l’identification de facteurs de susceptibilité associés à la SA en dehors du CMH. Ces facteurs 

sont recensés dans le Tableau 10.   

Plus récemment, l’International Genetics of Ankylosing Spondylitis consortium (IGAS) a publié 

les résultats d’une étude gènes-candidats à grande échelle. Cette étude a consisté en l’analyse 

simultanée d’un grand nombre de locus potentiellement impliqués dans les maladies auto-immunes 

ou inflammatoires, à l’aide d’une puce dédiée (Immunochip®). Cette vaste étude internationale a 

inclus plus de 10 000 patients atteints de SA et 15 000 témoins. Outre la confirmation de la plupart 

des facteurs génétiques identifiés lors des précédents GWAS, 13 nouveaux locus de susceptibilité ont 

été identifiés (Tableau 10)256. 

Les larges études d’association pangénomique ont donc permis l’identification d’un nombre 

croissant de locus de susceptibilité à la SA. Il faut toutefois souligner que la plupart des facteurs de 

susceptibilité modifient très peu le risque de développer la maladie. Ainsi, l’ensemble des facteurs 

identifiés dans l’étude de l’IGAS explique moins d’un quart de l’héritabilité totale (20,1% pour l’allèle 

HLA-B27 et seulement 4,3% pour l’ensemble des autres facteurs)256. Néanmoins, ces découvertes ont 

permis d’améliorer la compréhension de la SpA. 
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Tableau 9 – Principaux résultats des études d'association gène-candidat dans la SpA 

Gène Localisation Principaux résultats 

TNAP 1p36 Association identifiée dans une population caucasienne
271

 

Pas d’association dans deux études chinoises
272,273

 

FCRL4 1q21 Association identifiée dans une étude chinoise
274

 

FCGR2B 1q23 Association identifiée dans une étude chinoise
275

 

IL10 1q32-33 Association identifiée dans une étude chinoise
276

  

Résultats contradictoires dans la population caucasienne
277,278

 

IL1 2q14 Association identifiée dans toutes les études
279–288

 sauf une étude coréenne
289

 

Différences dans les gènes du cluster impliqués selon les études 

CTLA4 2q33 Association identifiée dans deux études (iranienne
290

 et chinoise
291

) 

PDCD1 2q37 Association identifiée dans une étude coréenne
292

 et deux études chinoises
293,294

 

Pas d’association dans une étude iranienne
295

 

ANKH 5p15 Résultats contradictoires dans la population caucasienne
296–298

  

Association identifiée dans une étude chinoise
273

 

MSX2 5q35 Association identifiée dans une étude japonaise
299

 

CA1 8q21 Association identifiée dans une étude chinoise
300

 

ASPN 9q22 Association identifiée dans une étude chinoise
301

 

TLR4 9q33 Résultats contradictoires
302–307

 

Pas d’association identifiée dans une méta-analyse
308

 

LRP5 11q13 Association identifiée dans une étude chinoise
309

 

MMP3 11q22 Pas d’association dans une étude caucasienne
310

 

Association identifiée dans une étude taïwanaise
311

 

JARID1A 12p11 Association identifiée dans deux études (caucasienne
312

 et chinoise
313

) 

ORAI1 12q24 Association identifiée dans une étude chinoise
314

 

IκBα 14q13 Association identifiée dans une étude taïwanaise
315

 

MEFV 16p13 Association identifiée dans trois études turques
316–318

 

CARD15 16q21 Aucune association démontrée
319–325

 

STAT3 17q21 Association identifiée dans trois études (caucasienne
326

 et chinoises
327,328

)  

ACE 17q23 Association identifiée dans une étude koweitienne
329

 et une étude turque
330

  

TGFB1 19q13 Résultats contradictoires
331–333

 

CYP2D6 22q13 Association faible identifiée dans deux études
334,335
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Tableau 10 – Résultats des études d'association génome-entier 
Les locus indiqués en gras correspondent aux locus répliqués, ceux en bleu à des associations suggestives 

Étude 
Nombre de cas/témoins 

(SNPs génotypés) 

Facteurs génétiques  identifiés 

en dehors du CMH 

Burton et al.
267

 Découverte : 922/1466 (15 333) 

Réplication : 471/625 (15) 

IL23R, ERAP1 

 

Reveille et al.
268

 Découverte : 2053/5140 (288 662) 

Réplication : 898/1518 (163) 

IL23R, ERAP1 

2p15, 21q22 

ANTXR2, IL1R2 

Evans et al.
269

 Découverte : 3023/8779 (2 223 620) 

Réplication : 2111/4483 (49) 

IL23R, ERAP1, 2p15, 21q22, 

KIF21B, RUNX3, IL12B, LTBR-TNFRSF1A, 

ANTXR2, PTGER4, CARD9, TBKBP1 

Lin et al.
270

 Découverte : 1837/4231 (1 356 350) 

Réplication : 2100/3496 (30) 
EDIL3-HAPLN1, ANO6, 2p15 

IGAS et al.
256

 Découverte : 10 619/ 15145 (128 935) 

RUNX3, IL23R, GPR25-KIF21B, 2p15, 

PTGER4, ERAP1, IL12B, CARD9, LTBR-

TNFRSF1A, NPEPPS, 21q22 

IL6R, FCGR2A, UBE2E3, GPR35, BACH2, 

ZMIZ1, NKX2-3, SH2B3, GPR65, IL27-

SULT1A1, NOS2, TYK2, ICOSLG 

 

 

III.2.3 Contribution des études génétiques à la compréhension de la 

spondyloarthrite 

L’identification de facteurs de susceptibilité à la SpA  a permis de mettre en évidence ou de 

renforcer l’implication de certains mécanismes dans la survenue de la maladie. Elle a également 

établi la notion de terrain génétique partagé.  

III.2.3.1 Voies physiopathologiques impliquées 

Aminopeptidases 

Le premier GWAS publié en 2007 a révélé une forte association entre plusieurs 

polymorphismes d’ERAP1 et la SA267. Cette association a été ensuite répliquée de nombreuses fois, 

que ce soit dans la population caucasienne ou dans la population asiatique256,267,268,336–346. Toutefois, 

ERAP1 est situé dans un bloc de DL étendu, incluant plusieurs gènes (CAST, ERAP1, ERAP2 et LNPEP). 

Par conséquent, le polymorphisme causal au sein de cette région n’a pu être formellement établi337. 

Le modèle proposé par Evans et al. implique rs30187 comme principal responsable de l’association et 

rs10050860 ou rs17482078 comme responsables d’un effet secondaire269.  

Le gène ERAP1 (endoplasmic reticulum aminopeptidase 1), localisé sur le bras long du 

chromosome 5, code pour une aminopeptidase transmembranaire. Sa fonction principale est le 
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clivage dans le réticulum endoplasmique des peptides générés par le protéasome afin d’atteindre 

une longueur optimale pour leur présentation par les molécules du CMH de classe I (Figure 17)347,348. 

Une deuxième fonction de clivage de récepteurs des cytokines pro-inflammatoires (TNFR1, IL-1RII, IL-

6R) a été décrite349–351. Cette fonction a été remise en question, notamment car les souris déficientes 

pour erap1 possèdent des niveaux de TNFR1 et d’IL6-R solubles similaires à ceux des souris 

sauvages269. 

Ces deux fonctions peuvent aisément être reliées à la SpA. Néanmoins, plusieurs éléments 

suggèrent que c’est le rôle d’aminopeptidase d’ERAP1 qui est en cause dans la susceptibilité à la SpA. 

Tout d’abord, une forte interaction génétique a été mise en évidence entre le SNP rs30187 du gène 

ERAP1 et HLA-B27256,269,352,353. En effet, l’allète T de ce SNP prédispose à la SpA uniquement chez les 

porteurs du HLA-B27. Ensuite, d’autres aminopeptidases (ERAP2, LNPEP et NPEPPS) ont été associées 

à la SpA (Figure 17)256,267,342. Enfin, Haroon et al. ont montré que le clivage des récepteurs des 

cytokines pro-inflammatoires n’était pas modifié par les polymorphismes de susceptibilité à la SpA354.  

 

 

Figure 17 – Implication des différentes aminopeptidases associées à la SA ; d’après Parkes et al.355 

 

Plusieurs études ont cherché à déterminer les conséquences des polymorphismes d’ERAP1 

associés à la SpA sur son activité enzymatique. Elles ont permis de démontrer que les allèles de 
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susceptibilité de plusieurs polymorphismes non synonymes étaient associés à une augmentation de 

l’activité enzymatique d’ERAP1269,356–360. Cette modulation de l’activité de l’enzyme pourrait être en 

lien avec des modifications de sa structure tridimensionnelle par ces polymorphismes357,358. Les 

conséquences de l’augmentation de l’activité aminopeptidase d’ERAP1 sont toutefois encore mal 

connues. Certains auteurs suggèrent que cette hausse est corrélée à une augmentation de 

l’expression du CMH de classe I à la surface cellulaire361, tandis que d’autres privilégient l’hypothèse 

d’une modification du peptidome du HLA-B27359,362,363. 

Voie de différenciation Th17 

Le second gène de susceptibilité à la SpA identifié en dehors du CMH était celui du récepteur 

à l’interleukine 23 (IL23R)267. Cette association a ensuite été répliquée dans de nombreuses 

populations caucasiennes339,364–366. Les polymorphismes associés à la SpA dans les populations 

caucasiennes ne semblent en revanche pas l’être dans les populations asiatiques336,367,368. Des 

associations avec d’autres polymorphismes de ce gène ont été secondairement mises en évidence 

dans ces populations369,370. Comme pour ERAP1, deux polymorphismes semblent expliquer la 

majorité du signal d’association (rs11209026 et rs11209032)269. 

Le gène de l’IL23R, localisé sur le chromosome 1p31, code pour le récepteur de l’interleukine 

23. L’une des fonctions de cette cytokine est de stabiliser et d’amplifier la différentiation des 

lymphocytes T auxiliaires CD4+ en lymphocytes Th17371. Ces lymphocytes Th17 sont caractérisés par 

la production d’IL17 et d’IL22 et sont associés à une forte réponse pro-inflammatoire372. De 

nombreux arguments suggèrent l’implication de l’axe IL23-Th17 dans la SpA373. Parmi ces arguments, 

on peut citer la constatation d’un taux augmenté d’IL17 dans le sérum des patients atteints de SA374, 

ainsi qu’une augmentation de la fréquence de leurs cellules Th17 circulantes375. Des polymorphismes 

d’autres gènes de l’axe IL23-Th17 (IL12B, CARD9, PTGER4, TYK2, IL6R et IL27) ont également été 

associés à la SpA256,269. 

Les conséquences fonctionnelles de certains de ces polymorphismes ont été analysées. Le 

variant le plus étudié est le SNP non synonyme rs11209026 induisant le remplacement d’une arginine 

par une glutamine en position 381 (R381Q) à l’origine d’une diminution du risque de SpA. Toutes les 

études concluent à une perte de fonction induite par l’allèle protecteur de ce polymorphisme. Cette 

perte de fonction semble affecter à la fois la voie Th17 (avec une diminution de la production d’IL17 

et d’IL22 induite par l’IL23, ainsi qu’une diminution de la phosphorylation de STAT3) et la voie Th1 

(avec une diminution de l’expression des gènes IFNG, TNFA, IL1RB2 et TBX21)376–379. Par ailleurs 

l’allèle de susceptibilité de rs4129267, le SNP de l’IL6R le plus associé à la SpA dans l’étude de l’IGAS, 

a été associé à une diminution de la concentration sérique de la forme soluble du récepteur de 

l’IL6256,380.  
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III.2.3.2 Spondylarthrite ankylosante, spondyloarthrite et autres maladies inflammatoires : 

un terrain génétique partagé  

La majorité des études génétiques dans la SpA se sont restreintes aux cas de SA. Néanmoins 

des études plus récentes ont montré que l’association d’un certain nombre de locus à la SA peut être 

étendue à l’ensemble des SpA. La comparaison avec les études génétiques dans d’autres maladies 

inflammatoires ou auto-immunes a également permis de faire émerger la notion de terrain 

génétique partagé.  

Généralisation à la SpA des associations mises en évidence dans la SA  

Compte-tenu des résultats des études familiales du GFEGS et du partage de certains facteurs 

génétiques avec d’autres pathologies appartenant au spectre de la SpA, comme la maladie de Crohn 

ou le psoriasis, il apparaît possible que certains des facteurs associés à la SA soient aussi associés aux 

autres sous-types de SpA. Toutefois, peu d’études génétiques se sont intéressées à la SpA dans sa 

globalité288,353,381–384 et en particulier aux formes non radiographiques de SpA (SpA sans sacro-iliite 

radiologique selon les critères de New York modifiés45).  

C’est la démarche qui a été appliquée par notre équipe pour trois gènes de susceptibilité à la 

SA, le cluster de gènes de l’IL1, ERAP1 et IL23R288,383,384. Ces études ont montré que certains 

polymorphismes sont associés à la SpA dans sa globalité, alors que dans d’autres cas, l’association est 

restreinte à certains sous-types (Tableau 11). Ainsi, les polymorphismes d’ERAP1 testés étaient 

associés à l’ensemble des SpA383, association secondairement confirmée par une étude roumaine353. 

L’étude des polymorphismes au sein du cluster de gènes de l’IL1 a quant à elle révélé des différences 

entre sous-types : le SNP rs1894399 du gène IL1A semblait plus spécifiquement associé à la SA et le 

SNP rs3811058 dun gène IL1F10 aux formes non ankylosantes de la maladie288. Enfin, le SNP non 

synonyme de l’IL23R rs11209026 est fortement associé à la SA, alors qu’il n’est pas associé aux 

formes non ankylosantes de la maladie384. L’effet sur l’ankylose semble être en lien avec une 

modulation de l’inflammation systémique, puisque ce SNP est aussi associé au taux de CRP dont 

l’augmentation est un facteur associé au risque d’ankylose385.  

Les résultats de ces études tendent donc à montrer qu’il existe un socle de facteurs 

génétiques communs aux sous-types de SpA, alors que d’autres facteurs ont plutôt un rôle de 

modulateur phénotypique. Au-delà des différents sous-types de SpA, la notion de terrain génétique 

partagé avec d’autres pathologies inflammatoires ou auto-immunes commence à émerger. 
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Tableau 11 – Résultats des études d'association comparant SA et SpA non radiographiques 

Gène  Effectifs Polymorphismes Association (p-value) 

   SA SpA non SA 

Cluster IL1
288

 
185 trios 

414 cas/264 contrôles 

rs2856836 (IL1A) 

rs17561 (IL1A) 

rs1894399 (IL1A) 

rs3811058 (IL1F10) 

0,024 

0,160 

0,026 

0,055 

0,493 

0,244 

0,142 

0,029 

ERAP1
383

 
France : 414 cas / 384 contrôles 

Belgique : 317 cas / 248 contrôles 

rs17482078 

rs10050860 

rs30187 

0,035 

0,001 

3,9x10
-4

 

0,005 

0,096 

0,005 

IL23R 
384

 
415 cas / 372 contrôles 

383 trios 
rs11209026 4,6x10

-6
 0,41 

  

Terrain génétique partagé avec d’autres pathologies  

La SpA est fréquemment associée à d’autres pathologies inflammatoires telles que le 

psoriasis ou les MICI, suggérant l’existence de facteurs génétiques communs entre ces pathologies. 

Au-delà de ces maladies, d’autres maladies inflammatoires ou auto-immunes semblent également 

partager des facteurs génétiques de susceptibilité avec la SpA, comme le montre l’analyse 

comparative de plusieurs études utilisant la puce Immunochip355. 

Trois types de locus partagés étaient distingués dans cette analyse : les locus corrélés et 

concordants (même SNP impliqué et même sens de l’association), les locus corrélés mais discordants 

(même SNP impliqué mais sens contraire de l’association) et les locus non corrélés (même locus mais 

différents SNPs impliqués). Les résultats comparant la SA aux autres maladies étudiées (maladie 

cœliaque, MICI, psoriasis, PR et diabète de type 1) sont résumés dans le Tableau  12 et la Figure 18. 

La SA présente une forte proximité avec les MICI et le psoriasis. De façon plus inattendue, on note 

également un nombre important de locus partagés entre la SA et la maladie cœliaque, peut-être en 

lien avec  l’inflammation digestive. 

 

Tableau 12 – Partage des locus de susceptibilité entre la SA et d'autres pathologies  

 
Concordants Discordants Non corrélés 

Maladie cœliaque 6 1 1 (ICOSLG) 

MICI 20 1 2 (IL23R/IL12RB, TYK2) 

Psoriasis 7 1 3 (IL12B, NOS2, TYK2) 

Polyarthrite rhumatoïde 2 1 2 (FCGR2A, TYK2) 

Diabète de type 1 2 2 1 (GPR25-KIF21B) 
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Figure 18 – Partage de locus de susceptibilité ; d’après Parkes et al.355 
Les liens figurés en bleu correspondent aux locus concordants, ceux en rouge aux locus discordants ; AS : 
Spondylarthrite Ankylosante ; CeD : maladie coeliaque ; IBD : maladie inflammatoire chronique de l’intestin ; 
Ps : psoriasis ; RA : polyarthrite rhumatoïde ; T1D : diabète de type 1. 

 

Même si elle a permis une meilleure compréhension de la SpA, l’étude des polymorphismes 

génétiques est limitée dans les informations fonctionnelles qu’elle peut apporter. Une approche 

complémentaire permettant de pallier ces insuffisances consiste à étudier l’expression des gènes afin 

de mieux  appréhender  les mécanismes en cause dans la SpA.  

III.3. Étude du transcriptome dans la spondyloarthrite 

Depuis 2002, plus d’une dizaine d’études ont analysé le transcriptome dans la SpA (Tableau 

13)386–399. La grande diversité des stratégies utilisées dans ces études rend difficile leur comparaison 
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et explique en partie la faible concordance des résultats obtenus. Ces études ont toutefois souligné 

l’implication potentielle de certaines voies de signalisation dans la physiopathologie de la SpA. 

III.3.1 Différences méthodologiques entre les études 

La comparaison des méthodologies utilisées dans les études du transcriptome dans la SpA 

met en évidence d’importantes différences que ce soit dans leurs objectifs, dans la nature des 

échantillons étudiés ou dans le choix des témoins utilisés.   

III.3.1.1 Objectifs de l’étude 

La majorité des études transcriptomiques réalisées dans la SpA avaient pour but de mettre 

en évidence des gènes différentiellement exprimés entre malades et témoins, afin de déterminer les 

voies de signalisation ou les mécanismes dérégulés dans la pathologie386–390,392–398. Leurs principaux 

résultats sont détaillés ultérieurement.  

Dans un but diagnostique, certains auteurs ont cherché à identifier un gène ou un ensemble 

de gènes permettant de discriminer au mieux les patients atteints de SpA par rapport aux témoins. 

Ainsi, à partir de l’analyse d’une première série de patients atteints de SA et de témoins sains, Duan 

et al. ont établi une liste de trois gènes (NR4A2, TNFAIP3 et CD69) permettant de séparer les patients 

des témoins. Ils ont ensuite testé les performances de ce jeu de trois gènes dans une deuxième série 

d’individus avec des résultats satisfaisants (aire sous la courbe ROC (Receiver Operating 

Characteristic) de 77%)387. De façon similaire, le gène RGS1 semblait être un bio-marqueur 

diagnostique valide de la SA et des SpA indifférenciées dans l’étude de Gu et al.390. 

L’identification de facteurs associés à une bonne réponse thérapeutique est un autre objectif  

potentiel des études de transcriptome dans les maladies complexes. Une seule équipe s’est fixé cet 

objectif dans la SpA. Haroon et al. ont étudié le profil transcriptomique d’ARN provenant de sang 

total de 16 patients atteints de SA avant et deux semaines après l’administration d’Infliximab391. 

Aucun gène n’a permis de distinguer les patients ayant une bonne réponse clinique à l’Infliximab de 

ceux chez qui ce traitement s’est révélé inefficace. 

III.3.1.2 Choix du type cellulaire/tissulaire 

Le choix du type d’échantillon (cellulaire ou tissulaire) analysé varie fortement en fonction 

des études. Ce choix dépend en partie de l’objectif de l’étude. En effet, si l’objectif est de mieux 

comprendre la physiopathologie de la maladie, il est préférable d’étudier les organes ou tissus cibles 

de la maladie. En revanche, si l’objectif est d’identifier des bio-marqueurs diagnostiques ou 

thérapeutiques, les échantillons faciles à obtenir tels que le sang total sont à privilégier.  
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Dans la SpA, l’enthèse constitue l’une des meilleures cibles puisque son inflammation fait 

partie des atteintes typiques de la pathologie. Toutefois, il s’agit d’un matériel difficile à obtenir et 

son profil d’expression génique n’a pas encore été étudié dans la SpA. Certaines études se sont 

néanmoins intéressées au matériel articulaire, notamment au liquide synovial provenant des 

articulations sacro-iliaques399, à des biopsies synoviales de genou 394,397 ou aux ligaments des 

articulations coxo-fémorales398. Laukens et al. ont quant à eux choisi d’étudier des biopsies 

coliques392. Toutefois, ce type d’échantillon est souvent difficile à obtenir et la plupart des études 

disposaient de faibles effectifs, ce qui limite leur puissance statistique. 

Parmi les échantillons plus facilement accessibles, les cellules sanguines appartenant au 

système immunitaire constituent un choix intéressant étant donné leur implication possible dans des 

maladies inflammatoires. Plusieurs études ont comparé le transcriptome des cellules mononuclées 

du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells ou PBMCs) entre individus atteints de SpA 

et sujets sains387,388,390. Smith et al. ont quant à eux analysé les macrophages dont plusieurs études 

avaient préalablement souligné le rôle potentiel dans la pathogénie de la SpA396. Ces cellules 

n’étaient toutefois pas des cellules primaires, mais ont été obtenues ex vivo à partir de monocytes du 

sang circulant. Ce choix résultait de la difficulté à obtenir une quantité suffisante d’ARN pour une 

étude pangénomique à partir d’un compartiment cellulaire minoritaire du sang circulant. Il avait 

également l’avantage de soustraire les cellules de leur environnement et ainsi de limiter l’influence 

des traitements médicamenteux potentiellement en cours chez les patients.  

Le sang total est à privilégier dans les études cherchant à identifier des biomarqueurs, afin de 

faciliter leur utilisation potentielle à grande échelle. Quatre études de ce type ont été publiées dans 

la SpA386,391,393,395. L’analyse des ARN obtenus à partir du sang total présente toutefois plusieurs 

difficultés techniques. En premier lieu, il est nécessaire de s’affranchir de l’interférence des ARN 

d’intérêt par les ARN messagers très abondants de la globine400. En second lieu, il faut garder à 

l’esprit que l’analyse du transcriptome à partir du sang total représente un mélange de cellules de 

différents types en pourcentage variable d’un individu à l’autre401. Cette hétérogénéité peut masquer 

des différences d’expression génique si elles concernent un sous-type cellulaire minoritaire.  

III.3.1.3 Choix du comparateur 

Le choix des témoins auxquels sont comparés les sujets atteints de SpA constitue une 

différence supplémentaire entre les études. Le plus souvent, le groupe témoin était constitué 

d’individus sains ayant un sexe ratio et un âge moyen similaires à ceux des patients386–388,390,393,395,396. 

Néanmoins, les différences d’expression mises en évidence dans ce cas peuvent être en lien direct 

avec la pathogénie de la SpA ou refléter une inflammation systémique non spécifique. 
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Afin d’améliorer la spécificité des résultats, des témoins souffrant d’autres pathologies le 

plus souvent inflammatoires (comme la maladie de Crohn, la polyarthrite rhumatoïde, le lupus 

systémique ou la sclérodermie) ont été inclus dans certaines études386,388,390,392,394,397,398. Le choix de 

ces témoins a aussi été parfois dicté par la difficulté d’obtenir certains types d’échantillons chez des 

sujets sains pour des raisons éthiques (biopsie synoviale par exemple)394,397,398. 

III.3.2 Contribution des études du transcriptome à la compréhension de la 

spondyloarthrite 

Les études du transcriptome dans la SpA ont abouti à l’identification de nombreux gènes 

différentiellement exprimés (Tableau 13). Très peu de ces gènes sont communs à plusieurs études. 

Ce faible recoupement s’explique par les différences importantes de conditions expérimentales entre 

les études, ainsi que par les effectifs souvent faibles favorisant le risque de faux-positifs. Il faut 

également souligner le caractère en général arbitraire du choix des gènes qui ont fait l’objet d’une 

validation ou d’une réplication. Ce choix a souvent été guidé par le rôle connu de ces gènes et leur 

lien potentiel avec la pathogénie de la SpA. Cela explique qu’on retrouve un nombre important de 

gènes en rapport avec l’inflammation et le système immunitaire.  

Afin de prendre au mieux en compte l’ensemble des gènes différentiellement exprimés, la 

liste de ces gènes a parfois été confrontée à des bases de données permettant de relier chacun des 

gènes à des fonctions ou des voies biologiques. Ainsi, grâce à l’utilisation du logiciel Ingenuity 

Pathways Analysis, une sur-représentation statistiquement significative des gènes de la voie 

JAK/STAT et de la voie de signalisation des TLR ont été mises en évidence respectivement par Duan et 

al. et Assassi et al.386,387.  

La voie dont la dérégulation semble la mieux établie est celle de l’interféron gamma. En effet, 

parmi les 141 gènes différentiellement exprimés entre macrophages de SA et de témoins dans 

l’étude de Smith et al., 78 étaient en lien avec l’interféron gamma396. La majorité de ces 78 gènes 

était sous-exprimée chez les patients. L’expression de l’interféron gamma lui-même était 

significativement diminuée chez les patients. Les différences observées disparaissaient après 

traitement des macrophages avec de l’interféron gamma. Cette dérégulation de la voie de 

l’interféron gamma a aussi été mise en évidence dans les cellules dendritiques de rats transgéniques 

pour HLA-B27, l’un des modèles animaux de SpA402.  

Aucun profil d’expression univoque n’est donc ressorti des études du transcriptome dans la 

SpA. La faible puissance de la plupart de ces études limitant grandement leur interprétation, la 

réalisation d’une méta-analyse de ces études, notamment de celles analysant le même type 

d’échantillon, pourrait permettre d’obtenir des résultats plus significatifs403.   
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Tableau 13 – Résultats des études du transcriptome dans la SpA 
PBMC : peripheral blood mononuclear cells (cellules mononucléées du sang circulant) ; SFMC : synovial fluid 

mononuclear cells (cellules mononucléées du liquide synovial) ; SI : sacro-iliaque ; SA : spondylarthrite 

ankylosante ; USpA : spondylarthrite indifférenciée ; T : témoin ; PR : polyarthrite rhumatoïde ; RP : rhumatisme 

psoriasique ; OA : arthrose ; NR : non réalisé 

Étude Type 

d’échantillon 

Effectif Nombre de gènes DE 

  Malades Témoins Découverte Réplication 

Gu et al.
388

 PBMC 7 6T 

7PR 

7RP 

SpA vs T : 4 

SpA vs PR : 3 

SpA vs RP : 3 

 

4/7 

Gu et al.
389

 SFMC SI 5 6T 23 NR 

Rihl et al.
394

 Biopsie synoviale 3 3 86 NR 

Laukens et al.
392

 Biopsie colique 15 10 464 NR 

Smith et al.
396

 Macrophages 8 9 141 NR 

Gu et al.
390

 PBMC 28 USpA 

21 SA 

20 USpA vs T : 38 

SA vs T : 6 

6 

Sharma et al.
395

 Sang total 18 25 1090 102 

Duan et al.
387

 PBMC 18 18 452 3/4 

Haroon et al.
391

 Sang total 16 0 Avant/après Infliximab : 1428 

Assassi et al.
386

 Sang total 16 14 83 2/2 

Pimentel-Santos et al.
393

 Sang total 18 18 221 13/47 

Xu et al.
398

 Ligament hanche 18 6 519 NR 

Thomas et al.
397

 Biopsie synoviale 8 SpA 4T /3OA SpA vs T+OA  : 416 NR 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

La SpA est donc une maladie au fort déterminisme génétique. De gros efforts ont été déployés 

ces dernières années pour identifier les facteurs génétiques associés à la maladie en dehors du HLA-

B27. Ces efforts se sont jusqu’à présent concentrés sur le sous-type SA et ont abouti à l’identification 

de plus de 20 locus de susceptibilité, principalement grâce à des approches de type GWAS. Ces 

approches ont toutefois montré leurs limites, puisque l’ensemble des facteurs identifiés n’expliquent 

qu’une faible portion de l’héritabilité totale de la maladie et que son architecture génétique reste en 

grande partie inexpliquée. 

L’identification de nouveaux facteurs de susceptibilité passe par l’utilisation d’autres approches. 

Mon équipe d’accueil a tout d’abord fait le choix de travailler sur les SpA dans leur ensemble afin de 

mieux prendre en compte la complexité du phénotype. De plus, nous avons fait l’hypothèse qu’une 

partie de l’héritabilité manquante était liée à des variants rares. Par conséquent, nous avons 

entrepris des études familiales, plus performantes que les GWAS dans l’identification de ce type de 

variant. Enfin, nous avons complété ces études de génétique dite « classique » par des études 

d’expression génique afin d’expliquer les conséquences potentielles des facteurs de susceptibilité 

mis en évidence.  

Le travail présenté dans ce manuscrit s’est donc organisé autour de deux axes distincts, mais 

complémentaires, avec comme principal objectif une meilleure compréhension des facteurs 

génétiques impliqués dans la survenue de la SpA. D’une part, nous avons utilisé une approche 

génétique dite « classique » (Articles 1, 2 et 3). D’autre part, des études de génomique fonctionnelle 

ont été menées (Article 4). Le caractère complémentaire de ces deux approches est illustré par 

l’Article 5 qui associe polymorphismes génétiques et expression génique.  

Dans la première partie, nous avons étudié des familles multiplex de SpA. Le génotypage de plus 

de 260 000 SNPs chez plus de 900 individus provenant de familles multiplex a permis dans un 

premier temps de réaliser une analyse de liaison non-paramétrique pangénomique dont les résultats 

sont présentés dans l’Article 1. Nous avons ensuite effectué une étude d’association intra-familiale 

dont les résultats les plus intéressants ont fait l’objet d’analyses complémentaires dans deux 

populations familiales indépendantes, l’une française, l’autre nord-américaine (Article 2). Enfin, ces 

données familiales ont également été utilisées dans une étude gène-candidat testant l’association 

dans l’ensemble des sous-types de SpA d’un des polymorphismes du gène IL23R précédemment 

associé à la SA (Article 3).  
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La seconde partie de ce travail s’est intéressée à l’expression génique des cellules dendritiques 

dérivées de monocytes (MD-DCs) dans la SpA. Nous avons tout d’abord comparé le transcriptome de 

MD-DCs de patients à celui de témoins sains dans le but d’identifier des gènes différentiellement 

exprimés entre les deux groupes (Article 4). L’Article 5 fait le lien ente les deux parties du travail avec 

l’étude de l’influence de certains polymorphismes d’ERAP1 associés à la SpA sur l’expression du gène 

dans le même modèle de MD-DCs. 

Deux autres études plus axées sur l’épidémiologie sont présentées dans les annexes. La première 

s’est intéressée à la prévalence de la SpA et du HLA-B27 dans la population française (Annexe 1). 

Dans la seconde, nous avons cherché à identifier les facteurs épidémiologiques, cliniques et 

génétiques associés à la présence d’une sacro-iliite radiologique dans la SpA (Annexe 2). 

  



76 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DEUXIÈME PARTIE : TRAVAUX ORIGINAUX 
  



77 
 

Article 1 

 

Whole-genome Single Nucleotide Polymorphism-based Linkage 

Analysis in Multiplex Families of Spondyloarthritis Reveals a New 

Susceptibility Locus in 13q13. 

 

Félicie Costantino, Emmanuel Chaplais, Tifenn Leturcq, Roula Said-Nahal,  

Ariane Leboime, Elena Zinovieva, Diana Zelenika, Ivo Gut, Céline Charon,  

Gilles Chiocchia, Maxime Breban*, Henri-Jean Garchon* 

 

*Les deux derniers auteurs ont contribué de manière équivalente à ce travail. 

 

Article en préparation. 

  

Mise en évidence d’un nouveau locus de susceptibilité à la spondyloarthrite en 

13q13 grâce à une étude de liaison génome-entier utilisant des polymorphismes 

mono-nucléotidiques dans des familles multiplex. 

 

La SpA est une maladie présentant une forte prédisposition génétique avec une hérédité 

complexe faisant intervenir de nombreux facteurs de susceptibilité. Outre l’antigène HLA-B27 qui est 

présent chez près de 80% des malades, plus d’une vingtaine de gènes de susceptibilité ont été 

identifiés ces dernières années, principalement grâce à des approches de type GWAS. L’ensemble de 

ces facteurs n’explique toutefois qu’une faible proportion de l’héritabilité totale à la maladie256. Dans 

le but d’identifier de nouveaux facteurs génétiques de susceptibilité à la SpA, nous avons entrepris 

une analyse de liaison génome-entier à partir du génotypage de 260 000 SNPs chez 914 individus 

appartenant à 143 familles multiplex. Parmi ces individus, 462 étaient atteints de SpA.  

L’analyse non paramétrique nous a permis d’identifier une région significativement liée à la 

SpA en dehors du CMH en 13q13, ainsi que huit locus obtenant un score de liaison suggestif. 

L’analyse approfondie du locus 13q13 a permis d’estimer le pourcentage de familles liées à ce locus à 
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environ 30%, si on considère un modèle de transmission co-dominant avec des pénétrances de 30 et 

60% en fonction du portage d’un ou deux allèles. Par ailleurs, la mise en évidence d’événements de 

recombinaison méiotique chez des patients appartenant aux familles liées a permis de restreindre la 

région d’intérêt à un intervalle d’environ 1,3 Mb contenant seulement 6 gènes. Aucune association 

significative n’a été détectée entre les polymorphismes de cette région et la SpA dans les familles les 

plus liées à ce locus.  

Une liaison significative entre le locus 13q13 et la SpA est rapportée ici pour la première fois. 

Cependant, un score de liaison suggestif avait déjà été obtenu dans une précédente analyse de 

liaison réalisée par notre groupe (on ne peut toutefois pas considérer cette analyse antérieure 

comme indépendante de l’étude actuelle, puisque 91 familles sont communes aux deux études) et 

dans la méta-analyse des trois études de liaison déjà publiées dans la SpA260,262. Cette région a aussi 

été impliquée dans d’autres pathologies fréquemment associées à la SpA, comme la maladie de 

Crohn (où une liaison significative a été observée dans une étude mais non répliquée) ou le psoriasis 

(où des polymorphismes du gène LHFP appartenant à la région d’intérêt ont été associés à la 

maladie)404,405. 

En outre, huit locus ont obtenu un score de liaison suggestif, parmi lesquels la région 9q33 

correspondant au locus SPA2 précédemment identifié comme lié à la SpA. Considérant que le seuil 

de suggestivité correspond au risque statistique d’obtenir un seul faux-positif du fait du hasard sur 

l’ensemble du génome, il est logique d’envisager que parmi ces huit locus, certains soient réellement 

liés à la SpA.  

L’identification d’un nouveau locus significativement lié à la SpA en 13q13 dans cette étude 

souligne donc l’intérêt de la réalisation d’études de liaison dans les maladies complexes. Une 

nouvelle étude dans un deuxième jeu de familles indépendant est actuellement en cours, pour nous 

permettre de mieux distinguer les éventuels locus d’intérêt parmi ceux ayant obtenu un score de 

liaison suggestif. Enfin, la région d’intérêt délimitée au sein du locus 13q13 fait actuellement l’objet 

d’un séquençage ciblé chez des individus appartenant aux familles les plus liés, afin d’identifier le(s) 

variant(s)  génétique(s) à l’origine du signal de liaison. 
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ABSTRACT 

Objective: Spondyloarthritis (SpA) is a chronic inflammatory disorder with high heritability 

but with complex genetics. Apart from HLA-B27, most of the underlying genetic factors 

remain to be identified. We conducted a whole-genome high density non-parametric linkage 

analysis to identify new genetic factors of susceptibility to SpA. 

Methods: 914 subjects including 462 with SpA from 143 multiplex families were genotyped 

using Affymetrix 250K microarrays. After quality control, 189,368 single-nucleotide 

polymorphism (SNPs) were kept for further analyses. Both non-parametric and parametric 

linkage analyses were performed using Merlin software. Association was tested with 

Unphased. 

Results: Non-parametric linkage analysis identified two regions significantly linked to SpA: 

the MHC (LODmax = 24.77) and a new 13q13 locus (LODmax = 5.03). Additionally, 8 loci 

achieved suggestive LOD scores, including the previously identified SPA2 locus at 9q33 

(LODmax = 3.51). Parametric analysis supported a co-dominant model in 13q13 with a 

maximum heterogeneity LOD, “HLOD” score of 4.462 (α = 0.305). Identification of meiotic 

recombination events around the 13q13 linkage peak in affected subjects from the 43 best-

linked families allowed us to map the disease interval between 38.753 and 40.040 Mb. 

Family-based association analysis of the SNPs inside this interval in the best-linked families 

identified a SNP near to FREM2 (rs1945502) which reached a p-value close to statistical 

significance (p = 5.8 x 10
-4

). 

Conclusions: We report here for the first time a significant linkage between 13q13 and SpA. 

Identification of susceptibility factor inside this chromosomal region through targeted 

sequencing in linked families is underway.  
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INTRODUCTION 

Spondyloarthritis (SpA) is one of the most common forms of chronic inflammatory 

rheumatisms with an estimated prevalence of 0.43% in the Western adult population (1). It is 

characterized by axial and/or peripheral joint inflammation, often in association with extra-

articular inflammatory features such as psoriasis, uveitis or inflammatory bowel disease 

(IBD). Depending on its clinico-radiological presentation, several subsets have been 

described: ankylosing spondylitis (AS), psoriatic arthritis, arthritis associated with IBD, 

reactive arthritis and undifferentiated SpA. Familial aggregation among these subsets has 

been established long ago suggesting shared genetic factors (2). This concept was reinforced 

by extensive analysis of a large panel of families with multiple cases of SpA, leading to the 

conclusion that all of the subtypes should be considered together in genetic studies (3–5).  

Familial aggregation of SpA is high with a sibling recurrence risk ratio of 40 (6). 

Disease heritability, as estimated by twin studies in AS, exceeds 90% (7). The most important 

part of heritability comes from the HLA-B27 allele in the major histocompatibility complex 

(MHC), present in approximately 75% of the patients (1). However, there is strong 

epidemiologic evidence to suggest that other genes are involved. First, only 1 to 5% of HLA-

B27 positive individuals develop SpA (1,8). Second, the disease risk is 5.6 to 16 times greater 

in HLA-B27 positive relatives of AS patients than in the general population (8). Third, in 

HLA-B27 twin pairs, the concordance rate was higher in monozygotic than in dizygotic ones 

(7,9,10). Recurrence-risk modeling based on familial data supports the hypothesis of an 

oligogenic model with between 3 and 9 genes operating in addition to HLA-B27 (11). 

Several groups have identified genetic polymorphisms outside the MHC involved in 

AS susceptibility. The most recent findings resulted from genome-wide association studies 

(GWAS). Since 2007, three GWAS conducted in Caucasian population have led to the 

identification of 12 susceptibility loci outside the MHC (12–14). More recently, an 

international study performed in 10,619 AS cases and 15,145 controls, using the Immunochip 

array especially designed for immunogenetics studies, has uncovered 13 additional loci (15). 

However, these newly discovered loci explain only a small additional fraction of AS 

heritability. In total, less than 25% of the heritability of AS was considered as explained 

(including 20% contributed by HLA-B27 and 5% by other loci) (15).  

Most of the associations with AS discovered through GWAS involve common 

variants. It has been suggested that a significant part of the “missing heritability” in complex 
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diseases might be due to effects of rare variants that are poorly detected in GWAS (16). 

Linkage analyses could be more powerful than GWAS for the detection of such variants (17). 

In SpA, three genome-wide linkage studies have been previously published, two in AS and 

one in SpA as a whole (18–21). Only two loci besides the MHC reached significance 

threshold: one on 16q and the other on 9q31-34 (19,21). Here we report on a new genome-

wide linkage analysis using a high-density panel of single nucleotide polymorphisms (SNP) in 

an extended set of multiplex SpA families.  

 

SUBJECTS & METHODS 

Multiplex SpA families  

Caucasian multiplex SpA families, i.e. including more than one SpA case per family, 

were recruited through the Groupe Français d’Etude Génétique des Spondylarthropathies 

(GFEGS), as previously described (3). This study was approved by the local ethical 

committees of Cochin Hospital (Paris, France) and Ambroise Paré Hospital (Boulogne-

Billancourt, France). Written informed consent was obtained from each participant.  

The diagnosis of SpA was originally ascertained according to the internationally 

validated classification criteria of Amor and/or European Spondyloarthropathy Study Group 

(22,23), as previously described (3). All anteroposterior radiographs of the pelvis were 

examined blindly and independently by 2 qualified examiners (RSN, MB), using an 

established grading system (24). Even if they were not developed at the time of recruitment, 

the Assessment of SpondyloArthritis international Society classification criteria for axial and 

peripheral SpA were applied a posteriori (25,26).  

The family set consisted of 143 families including 914 genotyped subjects of whom 

462 had SpA. Detailed clinical characteristics of the dataset are provided in Table 1. 

Pedigrees’ structures are summarized in Table 2. 

Genotyping 

A SNP-based genome scan was conducted using the Affymetrix 250K SNPs array that 

covers the entire genome with around 262,000 SNPs. Genotyping was performed according to 

the manufacturer’s instructions by the Centre National de Génotypage (Evry, France). 
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Briefly, total genomic DNA was digested with the NspI enzyme, ligated to the adaptor 

and amplified by polymerase chain reaction (PCR). After purification of the PCR products, 

amplicons were quantified, fragmented, labeled and hybridized to the 250K SNPs mapping 

array. Genotyping calling was determined by the BRLMM algorithm (27). 

Genotyping quality control 

Gender corresponding to each DNA sample was checked by analysis of X 

chromosome heterozygosity using PLINK software (28). The relatedness of individuals was 

verified using the GRR program (29).  

Quality control was also performed for each SNP. First, information data provided by 

Affymetrix was updated using dbSNP 135. A total of 5,587 SNPs were removed from 

analysis for various reasons (5,188 had more than 2 alleles, 303 had been deleted from dbSNP 

and 96 were double-hits). Physical position on the genome and allele phasing was also 

updated if necessary. Pedstats was used to detect Mendelian errors (30). SNPs were then 

selected according to the following parameters: genotyping rate >95%, minor allelic 

frequency >1% and a significant deviation from Hardy-Weinberg proportions (P>1x10
-3

). 

Subtle genotyping inconsistencies were also detected and removed with Merlin (31). Finally, 

189,368 SNPs were kept for further analysis.  

Linkage analysis 

Multipoint non-parametric linkage was tested for all autosomal chromosomes using 

Merlin software (31) to calculate the Kong and Cox LOD score (32). Two genome-wide 

thresholds of LOD score were used according to Lander & Kruglyak recommendations: 3.65 

for significance, 2.2 for suggestiveness (33).  

Linkage disequilibrium (LD) between SNPs could inflate LOD score in linkage 

studies (34). To address this issue, we performed linkage analysis handling LD as 

implemented in Merlin (with r² threshold of 0.1) in the best-linked regions.  

Following non-parametric analysis, we additionally performed parametric linkage 

analysis of the best-linked loci under three generic models, dominant and recessive (each with 

an arbitrary 50% penetrance of the disease allele) and co-dominant (with 30% and 60% 

penetrance in the presence of one or two doses of the disease allele). 

 



84 
 

Haplotype reconstruction 

Regional haplotypes were reconstructed with Merlin, using a subset of SNPs selected 

on a minor allelic frequency > 0.2 and pairwise r² > 0.8. LD for reconstructed haplotypes was 

determined using the Haploview program V4.2 (35). Haplotypes were visualized on family 

tree using HaploPainter (36). 

Association analyses 

Family-based association study was performed using Unphased version 3.1.6 (37). 

Bonferroni correction was applied to determine significance threshold. 

 

RESULTS 

Non-parametric linkage analysis 

Results of the whole-genome non-parametric linkage analysis in the whole dataset are 

summarized in Figure 1 and Table 3. Two regions achieved significant LOD scores: the 

MHC (LODmax = 24.77) and the 13q13 region with a linkage peak at 39.7 Mb from the p-

telomere (LODmax = 5.03) which represents a new hit. Additionally, 8 loci achieved 

suggestive LOD scores, notably including the previously identified SPA2 locus at 9q33 

(LODmax = 3.51 at 130 Mb).  

Detailed analysis of the new locus in 13q13  

Non-parametric linkage analysis of the chromosome 13 revealed a significantly linked 

region around 40 Mb from the p-telomere as shown in Figure 2. Linkage was still significant 

after taking in account LD (Figure 2).  

A parametric analysis was then conducted to test the likelihood of generic models of 

the disease locus and to assess the proportion  of linked families under these models. The  

co-dominant model (with 30% and 60% penetrance in the presence of one or two disease 

alleles, respectively) was best supported, with a maximum heterogeneity LOD (HLOD) score 

of 4.462 (α = 0.305). The peak HLOD score was 4.112 (with α = 0.279) under the dominant 

model and 0.731 (with α = 0.076) under the recessive model (Supplementary figure 1). 

To further circumscribe the disease locus, we reconstructed haplotypes around the 

linkage peak in the 43 best-linked families having a ponderated LOD score ≥ 0.16 (i.e. a 
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threshold consistent with the α coefficient of 0.3). In 23 of these families, we identified one 

haplotype segregating with the disease, whereas in the remaining ones, all the affected 

members shared both of their haplotypes. Moreover analysis of the 5 meiotic recombination 

events occurring in patients (an example of such recombination event is shown in 

Supplementary figure 2) allowed us to map the disease interval between 38.753 Mb and 

40.040 Mb, consistent with the results of non-parametric and parametric linkage analysis 

(Supplementary figure 3). The SNPs of this interval were tested for association in the 43 

best-linked families. We observed no significant association after Bonferroni correction. 

However, the SNP rs1945502, an intergenic SNP located in the upstream region of FREM2, 

yielded a p-value close to significance (nominal p = 5.8 x 10
-4

, corrected p = 0.08) with an 

odds ratio of 2.3 (95% confidence interval: 1.3 to 4.0) (Figure 3). All the haplotypes 

segregating with disease in the best-linked families, but one, harboured the risk allele of this 

SNP. 

The MHC 

As expected, the MHC region on 6p21, carrying the HLA-B27 alleles, yielded the 

highest LOD scores (LODmax = 24.77). More than 92% of the patients included in the study 

were HLA-B27 positive (Table 1) and a vast majority of the families were linked to this 

locus. Four families had no HLA-B27 positive affected member (one consisted of 4 SpA 

patients, another one of 3 cases and the 2 remaining contained 2 cases each). Only one of 

those families had no MHC haplotype cosegregating with the disease (Supplementary figure 

4). In the three other ones, all the affected members shared at least one MHC haplotype, still 

consistent with MHC linkage and suggesting allelic heterogeneity. Considering the 14 

families in the lower decile of the ponderated LOD score distribution in the MHC, we 

observed in 7 of them two HLA-B27 haplotypes coming from distinct unrelated members. In 

the other ones, at least one affected subject was HLA-B27 negative but there was no 

obviously recurring HLA-B allele.  

Genetic heterogeneity  

Except for the MHC, we observed high linkage heterogeneity with an estimated 

fraction of 30% of the families linked to 13q13 and of 16% linked to the previously identified 

SPA2 locus in 9q33. We compared the LOD scores obtained by each family at the two non-

MHC best-linked loci (13q13 and 9q33) and observed no correlation (pairwise Spearman’s 

test: p = 0.73; rho = 0.03). (Supplementary figure 5). 
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DISCUSSION 

This high density genome-wide linkage analysis performed in a large set of multiplex 

families provides evidence for the existence of a new non-MHC susceptibility locus for SpA 

on 13q13. A suggestive linkage signal was also observed in this same region in the previous 

genome scan performed by our group, using microsatellite markers (NPLmax = 2.55; LODmax 

= 1.41) (21).  

The present study however cannot be considered as a replication because of the 

overlap between both family sets. Hence, 47 of the 65 families included in the initial 

microsatellite genome scan were also part of the present study. In the pooled analysis of the 3 

previously published linkage analyses in SpA, conducted by Carter et al. (38), the 

microsatellite marker D13S218 in 13q13 achieved moderate evidence of linkage (P < 0.01) 

with suggestive linkage (P < 0.05) in the GFEGS and North American Spondylitis 

Consortium (NASC) datasets (20,21). Besides, the 13q13 locus has also been shown as 

significantly linked to Crohn’s disease (CD), a chronic IBD which is frequently associated 

with SpA (39). In our dataset, however, comparison of the patients belonging to 13q13-linked 

families with the others showed no significant increase in CD frequency (Table 1). 

Further analyses of the 13q13 allowed us to delimit a 1.3 Mb disease interval mapped 

between 38.7 and 40.0 Mb. This interval contains 6 genes (UFM1, FREM2, STOML3, 

PROSER1, NHLRC3 and LHFP), 4 pseudogenes and 4 non-coding RNA genes. Among 

them, LHFP, UFM1 and FREM2 are potential candidates. Indeed, polymorphisms of LHFP 

(lipoma HMGIC fusion partner) were previously associated with psoriasis, a major extra-

articular component of the SpA spectrum (40). However, we observed no increased psoriasis 

frequency in patients of 13q13-linked families (Table 1). Some of the functions of UFM1 

may also been related to SpA pathogenesis. Indeed components of the Ufm1 cascade have 

been demonstrated to be induced specifically under endoplasmic reticulum stress (41,42), a 

process that has been implicated in SpA pathogenesis (43). Finally, FREM2 is known to 

encode a large integral membrane protein of 3,169 aa with numerous repeats of a chondroitin 

sulfate proteoglycan domain. It is expressed at the basement membrane of several epithelia. 

Mutations of FREM2 were described in patients affected with type 2 Fraser syndrome, a rare 

malformative recessive disorder. Concerning the other genes located in the susceptibility 

interval, there is either little information on their function in public databases or their known 

functions could not be easily related to SpA pathogenesis. 
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Except for the MHC, there was a poor overlap between the findings of our scan and 

those of the studies previoulsy published by the Oxford group and NASC (19,20). Among the 

8 suggestive loci, only two in 9q and 17q overlapped with or were close to those identified by 

the pooled analysis of Carter et al. (38). The 17q region also overlaps with the NPEPPS-

TBKBP1-TBX21 gene cluster recently shown as associated with AS (15). Indeed, the 

suggestiveness threshold corresponds to statistical evidence for a hit expected to occur less 

than once at random in a genome-wide scan. Thus some of the suggestive loci we detected 

may be true positives. 

Several explanations could be proposed to explain discrepancies between studies. 

First, there is probably a high level of genetic heterogeneity in SpA, as reported for most 

complex diseases (44). Such genetic heterogeneity may be increased by differences in the 

geographic origin of patients (for instance, French versus British or North American). 

However, genetic heterogeneity may be seen in an ethnically homogenous population. For 

instance, we estimated that only 30% of the families studied herein were linked to 13q13 

while a smaller set (16%) was linked to 9q33. 

Genetic heterogeneity might also depend on variations in the studied phenotype. Here, 

we included all subtypes of SpA and not only AS patients (requiring advanced radiographic 

sacroiliitis) as it was the case in the Oxford and NASC studies (19,20). Our choice was based 

on segregation analyses indicating that major shared genetic factors were expected to account 

for all SpA subtypes coexisting in families (3,4). On the other hand, some of the loci 

previously identified in studies restricted to AS could be related to structural damage, i.e. 

more to disease severity than causality. Hence, several reports suggested that structural 

damage in SpA is partly genetically determined (45,46) and we recently identified that the 

SNP rs11209026 in the IL23R gene was specifically associated with AS but not with SpA 

lacking radiographic sacroiliitis (47). 

Another difference between this study and those previously published in the early 

2000’s concerns the type of genetic marker used (a dense array of roughly 190,000 effective 

SNPs here, and a limited number of around 370 microsatellites from the Applied Biosystems 

Prism Linkage Mapping Set Version 2.0, in the previous ones). It is likely that the chance of 

detecting linkage was maximized in the present study by using a dense map of markers that 

extracted the maximum inheritance information content (48). Although they are bi-allelic and 

thus less informative, SNPs are present at a far greater density than microsatellites throughout 
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the genome. Several studies have demonstrated that a dense map of SNPs has greater power 

to detect linkage than low density microsatellite maps (49–52). In some instances, the same 

dataset was genotyped using both microsatellites and SNPs and some significantly linked loci 

were identified only in the SNP-based analysis (50–52). Moreover, a high SNP density allows 

a more precise localization of disease locus (51,52).  

To conclude, we report here for the first time a significant linkage between 13q13 and 

SpA, highlighting the interest of high density SNP-based genome scan in large pedigrees 

dataset. Sequencing of the region of interest delimited between 38.7 and 40.0 Mb from the p-

telomere in patients from the best linked families could allow us to identify variants 

associated with the disease. Additionally, 8 loci (including the previously identified SPA2 

locus) achieved genome-wide suggestiveness threshold. Replication study in another familial 

cohort would be expected to discriminate true linkage from false positivity. 
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TABLES & FIGURES 

Table 1. Clinical characteristics of SpA patients included in the genome-wide linkage study 

Characteristic All  

 

(n = 462) 

Linked to 13q13* 

 

(n = 134) 

Not linked to 

13q13** 

(n = 328)  

Age in years, mean ± SD 

Disease duration in years, mean ± SD 

Sex ratio, % of men 

HLA-B27 positivity, % 

Axial manifestations  

- Inflammatory back pain, % 

- Radiographic sacroiliitis***, % 

Peripheral manifestations 

- Peripheral arthritis, % 

- Peripheral enthesitis, % 

Extra-articular manifestations 

- Uveitis, % 

- Psoriasis, % 

- Inflammatory bowel disease, % 

o Crohn’s disease 

o Ulcerative colitis 

Classification criteria fulfillment 

- Amor, % 

- ESSG, % 

- ASAS  

o axial, % 

o peripheral, % 

47.1 ± 14.5 

23.1 ± 13.4 

51.3 

92.4 

 

98.1 

58.8 

 

44.2 

69.3 

 

27.9 

25.5 

6.7 

3.5 

3.2 

 

99.6 

94.8 

99.3 

94.3 

5.0 

45.2 ± 14.3 

26.5 ± 18.0 

54.5 

93.3 

 

98.5 

59.7 

 

42.5 

70.1 

 

25.4 

25.4 

6.7 

3.7 

3 

 

99.3 

94.0 

99.2 

94.7 

4.5 

47.9 ± 14.6 

23.5 ± 16.0 

50.0 

92.1 

 

97.9 

58.4 

 

44.8 

68.9 

 

29.0 

25.6 

6.7 

3.35 

3.35 

 

99.7 

95.1 

99.4 

94.2 

5.2 

* refers to patients belonging to families reaching a ponderated LOD score ≥ 0.16 in 13q13 locus; 

** refers to patients belonging to families having a ponderated LOD score < 0.16 in 13q13 locus; 

*** refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral 
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Table 2. Characteristics of the SpA multiplex families included in the study 

Characteristic Family dataset 

(n =143) 

Individuals per family 

- all, average no. (range) 

- affected, average no. (range) 

Generations per family, average no. (range) 

Affected relative pairs no. 

- Sib-pairs 

- Half-sibs 

- Cousins 

- Parent-child 

- Grandparent-grandchild 

- Avuncular 

 

7.57 (4 – 27) 

3.28 (2 – 11) 

2.47 (2 – 6) 

 

282 

2 

62 

163 

10 

118 
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Table 3. Significant (bolded) and suggestive loci resulting from the non-parametric linkage 

analysis. 

Chromosome Position (Mb) LOD score 

1 73 2.87 

1 189 2.55 

6 28.7 24.77 

8 48.2 3.06 

8 114.2 2.4 

9 15.7 3.34 

9 130.2 3.51 

10 58.7 2.44 

13 39.7 5.03 

17 44.0 2.37 
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FIGURES 

 

Figure 1. Genome-wide non-parametric linkage analysis results. The x axis indicates the marker positions on the genome with each chromosome 

represented with a distinct color. The y axis shows the Kong & Cox LOD score. Significant and suggestive LOD score thresholds are represented 

by solid and dashed line, respectively. 
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Figure 2. Non-parametric linkage analysis of chromosome 13, taking in account (dashed line) 

or not (solid line) the LD. The x axis represents the physical distance from the p-telomere and 

the y axis represents the Kong & Cox LOD score. Significant and suggestive LOD score 

thresholds are represented by solid and dotted horizontal lines, respectively. 
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Figure 3. Family-based association study results. All the SNPs of the 13q13 disease interval 

have been tested for association in the 43 best-linked families (ponderated pLOD ≥ 0.16). The 

x axis represents position and the y axis represents the negative decimal logarithm of the p-

value. Significant p-value threshold according to Bonferroni correction is represented by solid 

line and the dotted line corresponds to a nominal p-value of 0.05. 
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Supplementary figure 1. Parametric linkage analysis of chromosome 13 under a codominant  

(solid line), dominant (dashed line) or recessive (dotted line) model. The x axis represents the 

physical distance from the p-telomere and the y axis represents the HLOD score. 
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Supplementary figure 2. Example of an informative meiotic recombination event taking 

place at the 13q13 locus, in one linked pedigree.  Haplotypes were reconstructed, using tag-

SNP between 37 and 42 Mb from the chromosome 13 p-telomere. All the affected members 

of the pedigree harbor the grey-coloured haplotype with a recombination event in subject no. 

4144. Closed symbols correspond to patients and open ones to nonaffected subjects.  Shaded 

symbols indicate subjects who were not examined and genotyped. Their haplotypes were 

therefore deduced. SNP alleles are coded numerically. 
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Supplementary figure 3. Disease interval (framed in red) delimited by informative 

crossover² events in patients. For each informative crossover, the grey bar represents the 

portion of the recombinant haplotype which segregates with the disease in the other members 

of the family.  

 

 

 

  

Supplementary figure 4. MHC haplotype reconstruction of the family no. 92. All the 

subjects (affected or not) are HLA-B27 negative. Subject no. 1171 does not share any 

haplotype with his two affected sisters (P: propositus). 
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Supplementary figure 5. No correlation between family pLODs at the new 13q13 locus and 

at the SPA2 locus in 9q33. For each family represented as a dot, the x axis represents the 

pLOD at 39.7 Mb from the p-telomere of chromosome 13 and the y axis represents the pLOD 

at 130.2 Mb from the p-telomere of chromosome 9. The black line represents the regression 

line.  
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Article 2  

 

A Family-Based Genome-Wide Association Study Reveals an Association of 

Spondyloarthritis with MAPK14 

 

Félicie Costantino, Emmanuel Chaplais, Alice Talpin, Brigitte Izac, Roula Said-Nahal,  

Ariane Leboime, Elena Zinovieva, Diana Zelenika, Ivo Gut, Céline Charon, John Reveille, 

Gilles Chiocchia, Henri-Jean Garchon*,  Maxime Breban* 

 

*Les deux derniers auteurs ont contribué de manière équivalente à ce travail. 

 

Article en préparation 

  

Mise en évidence d’une association de la spondyloarthrite avec MAPK14 grâce à 

une étude d’association intra-familiale pangénomique 

 

Ce travail fait suite à celui présenté dans l’Article 1 et poursuit le même objectif d’identifier 

de nouveaux facteurs de susceptibilité génétique à la SpA. Nous avons mené une analyse 

d’association intra-familiale pangénomique, en utilisant un jeu de familles quasi-identique à celui de 

l’étude précédente, génotypé à l’aide de puces de 260 000 SNPs. 

Après réalisation  du contrôle qualité, l’association de 230 801 SNPs avec la SpA a été testée 

au sein de ces familles multiplex. Si aucun SNP en dehors du CMH ne s’est significativement associé à 

la maladie en prenant en compte la correction de Bonferroni pour tests multiples, 42 obtenaient une 

valeur p < 10-4. Pour tenter de confirmer ces premiers résultats, une étude d’extension portant sur 

les 357 meilleurs SNPs en dehors du CMH a été menée dans une cohorte indépendante de 121 

familles françaises : 19 de ces SNPs étaient associés à la SpA au seuil nominal de p < 0.05. Une 

troisième cohorte de 192 familles nord-américaines a enfin été utilisée pour tester 20 des marqueurs 

les plus significatifs résultant des étapes précédentes, permettant ainsi la réplication d’une 

association significative pour trois de ces marqueurs. L’analyse combinée des trois cohortes portant 
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sur ces trois marqueurs a mis en évidence un score d’association proche de la significativité genome 

entier pour l’un des marqueurs, rs7761118.  

Ce SNP est situé dans l’un des introns de MAPK14 sur le bras court du chromosome 6 et qui 

code pour la p38α MAP Kinase. Compte-tenu de sa localisation relativement proche du CMH, nous 

avons réalisé des analyses conditionnées sur l’allèle HLA-B27 permettant de nous affranchir du poids 

de ce facteur génétique. Une association indépendante du HLA-B27 (p < 0.05) a été confirmée dans 

les trois cohortes. Ce gène est un bon candidat dans la survenue de la SpA, puisqu’il est impliqué 

dans des pathologies inflammatoires, donc certaines proches de la SpA comme la maladie de 

Crohn406.  

Par ailleurs, nous nous sommes intéressés plus précisément aux SNPs situés dans des gènes 

connus pour être associés à la SA, d’après les résultats de précédents GWAS portant sur la SA. Une 

association nominale (p < 0.05) était mise en évidence entre des polymorphismes à l’intérieur des 

gènes IL23R, PTGER4, ERAP1, BACH2 and ZMIZ1 et la SpA. Ces résultats renforcent le concept de 

terrain génétique partagé entre les différents sous-types de SpA.  

Cette étude d’association intra-familiale suggère donc l’implication de MAPK14 dans la 

pathogénie de la SpA. Toutefois, une étude plus précise de l’association des polymorphismes de ce 

gène avec la maladie devrait nous permettre d’identifier le(s) variant(s) causal(aux). Des études 

fonctionnelles seront par ailleurs nécessaires afin de mieux comprendre le rôle de MAPK14 dans la 

SpA.  
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ABSTRACT 

 

Objective: Spondyloarthritis (SpA) is a chronic inflammatory disorder with high heritability 

but with complex genetics. More than 20 loci have already been associated to the disease but 

they explain only a minor fraction of total heritability. We conducted a family-based 

genomewide association study (GWAS) to identify new non-MHC genetic factors associated 

with SpA. 

Methods: Nine hundred and six subjects from 156 French multiplex families, including 438 

with SpA, were genotyped using Affymetrix 250K microarrays. After quality control, 

230,801 single-nucleotide polymorphism (SNPs) were kept for further analyses. Association 

was tested with Unphased. The best-associated non-MHC SNPs were then genotyped in two 

independent familial cohorts, one from France and the other from North America (including 

215 and 294 subjects, respectively) in order to replicate associations. 

Results: Forty-three non-MHC SNPs yielded strong association signal with SpA in the 

discovery cohort (p < 10
-4

). In the extension studies, association was replicated at a nominal 

p-value of p < 0.05 for 16 SNPs in the second cohort and for 3 SNPs in the third cohort. 

Pooled analysis identified an association close to genomewide significance between 

rs7761118, an intronic SNP of MAPK14, and SpA (p = 6.2 x 10
-7

). Such association appeared 

as independent of HLA-B27. 

Conclusions: We report here for the first time a family-based GWAS study on SpA and 

identified a highly associated polymorphism near MAPK14. Further analyses are needed to 

better understand genetic association between MAPK14 and SpA.  
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INTRODUCTION 

Spondyloarthritis (SpA) is a frequent chronic inflammatory rheumatic disorder with a 

prevalence of 0.43% in the Western adult population (1). It is characterized by joint 

inflammation of the spine, frequently associated with extra-articular inflammatory features 

such as psoriasis, uveitis, or inflammatory bowel disease (IBD). Different entities are 

described according to the disease’s clinical presentation. Although each of these entities is 

defined by specific characteristics they share several major clinical and imaging features, as 

well as genetic predisposition. 

SpA heritability is high and involves several genetic factors, among which the HLA-

B27 allele in the major histocompatibility complex (MHC). However, there is strong 

epidemiologic evidence to suggest that other genes are involved. For instance, only 1 to 5% of 

HLA-B27 positive individuals develop SpA whereas the disease risk is 5.6 to 16 times greater 

in HLA-B27 positive relatives of AS patients than in the general population (1,2). More than 

20 susceptibility loci outside the MHC have already been identified, most often through 

genome-wide association studies (GWAS) (3-6). However, these newly discovered loci 

account for only a small fraction of the disease predisposition. In total, less than 25% of the 

heritability of SpA was considered as explained (including 20% contributed by HLA-B27 and 

5% by other loci) (6). 

In order to identify new genetic factors of susceptibility to SpA, we performed a 

family-based GWAS. Most compelling associations resulting from this first stage were then 

tentatively replicated in two independent cohorts of trios.  

 

PATIENTS AND METHODS 

Ethics Statement 

This study was approved by the local ethical committees of Cochin Hospital (Paris, 

France), Ambroise Paré Hospital (Boulogne-Billancourt, France) and University of Texas 

Medical School (Houston, Texas, United States). Written informed consent was obtained 

from each participant.  
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Study population 

Three family-based cohorts were used in this study. The discovery cohort consisted of 

156 multiplex families of SpA (906 genotyped subjects of whom 438 had SpA) recruited 

throughout France by the Groupe Français d’Etude Génétique des Spondylarthrites (GFEGS), 

as previously described (7). The first replication cohort included 121 families (either simplex 

trios or multiplex families) belonging to the GFEGS collection with 423 genotyped subjects 

including 215 SpA patients. Finally, we used a second replication cohort of 658 subjects from 

192 North American families, including 294 SpA cases.  

Detailed clinical characteristics of the enrolled patients are provided in Table 1. The 

Assessment of SpondyloArthritis international Society (ASAS) classification criteria for SpA 

were fulfilled in 99.3% in the discovery cohort and in 98.1% and 100% in the first and second 

replication cohorts, respectively (8,9).  

DNA isolation and genotyping  

Genotyping of the first cohort was performed by the Centre National de Génotypage 

(Evry, France) using the Affymetrix 250K SNPs array (Affymetrix, Santa Clara, California, 

USA) that covers the entire genome with around 262,000 SNPs. The best-associated non-

MHC SNPs in the first part of the study were further genotyped in the second cohort using an 

Illumina BeadXpress array (Illumina, San Diego, California, USA). 20 SNPs were finally 

genotyped in the third cohort using Taqman genotyping assay (Applied Biosystems, Foster 

City, California, USA) 

Statistical analysis 

Genotyping quality control 

Quality control measures were applied to the genome-wide genotype data. Information 

data provided by Affymetrix was first updated using dnSNP 135. Then we removed 

Mendelian errors and subtle genotyping inconsistencies using Pedstats and Merlin softwares 

(10). Finally, we removed SNPs with low genotyping rate (<95%) or with significant 

deviation from Hardy-Weinberg proportions (P < 1x10
-3

). A similar procedure was applied 

for the genotyping data from Illumina BeadXpress array and Taqman genotyping assays. 
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Family-based association analysis 

Family-based association analysis was carried out using likelihood-based association 

analysis implemented in Unphased 3.1.6, using  relevant  options for conditioning analyses on 

HLA-B27 allele where necessary (11). Each dataset was analyzed first independently and 

then pooled together. Bonferroni correction was applied to determine significance threshold. 

  

RESULTS 

Family-based GWAS results 

After quality control, 230,801 SNPs were kept for analysis. Results of the whole 

genome analysis are summarized in Figure 1. Several SNPs in the MHC reached 

genomewide statistical significance, using a conservative Bonferroni correction (according to 

which the threshold was set to 2.17 x 10
-7

). The best non-MHC marker, rs4765413, located at 

127.066 Mb from the p-telomere in an intergenic area of the chromosome 12 yielded a p-

value of 2.6 x 10
-6

. This level of significance exceeds the 10
–5

–10
–6

 thresholds advocated for 

gene-based scans (12). Moreover, 42 SNPs outside the MHC gave a strong association signal 

with p < 10
-4

 (Supplementary table 1). 

Besides, we observed nominal association (p < 0.05) for several polymorphisms 

located near susceptibility factors previously identified through GWAS in IL23R, PTGER4, 

ERAP1, BACH2 and ZMIZ1 (Supplementary table 2). 

Replication and pooled studies 

We then selected the 357 best-associated non-MHC SNPs from the discovery step. We 

tested them for association in a first replication cohort of French origin. After quality control, 

327 SNPs could be analyzed for association. No SNP achieved significant threshold after 

Bonferroni correction (p < 1.5 x 10
-4

). Nevertheless, sixteen SNPs obtained a nominal p-value 

of p < 0.05 and 3 of them reached P-value < 10
-5

 in the combined analysis of the whole 

French cohort. The most associated SNP in the whole French cohort was again rs4765413, 

yielding a p-value of 5.78 x 10
-7

, close to genomewide significance (Supplementary table 3).  

To try to confirm in another cohort from North America the best associations resulting 

from the previous steps of this study, 20 SNPs were further genotyped, of which one was 
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removed after quality control. Three SNPs achieved a nominal p-value < 0.05: rs16883860, 

rs17057749 and rs7761118 (Table 2) 

In the combined analysis of the 3 datasets, two intronic variants of MAPK14 yielded a 

p-value close to genomewide significance: rs7761118 and rs16883860 (p = 6.2 x 10
-7 

and p = 

1.4 x 10
-6

, respectively; Table 2). As MAPK14 and HLA-B are separated by only 5 Mb, we 

performed conditional analyses on HLA-B27 to offset the major effect of HLA-B27. In the 3 

cohorts, the association with rs7761118 yielded significant nominal P-value when the test 

allele was on the non HLA-B27 chromosome (p = 0.007, p = 0.03 and p = 0.05 respectively; 

combined p = 0.01). 

 

DISCUSSION 

In order to identify new variants associated with SpA, we used a family-based 

approach in multiplex families. Whereas several case-control GWAS have previously been 

reported in AS, to our best knowledge, this is the first family-based GWAS reported in SpA. 

Although they require more subjects to be genotyped to gain as much power, family-based 

designs have several advantages compared to population-based approaches (13). First, 

because of familial aggregation, the studied sample is likely enriched for genetic factors that 

contribute to the disease risk. Second, family-based analyses are robust to the effects of 

population substructures such as slight differences in ethnicity. Third, detection of genotyping 

errors are more accurate in families especially for Mendelian errors.  

As expected, the most associated polymorphisms in the discovery cohort belonged to 

the MHC. Outside of MHC, none of the SNPs reached genomewide significance level after 

Bonferroni correction. However, we could extend the study of the best-associated non-MHC 

SNPs in this discovery cohort to two other independent family-based cohorts, one from 

France and the other from North America. The intergenic SNP rs4765413 on chromosome 12 

almost reached genomewide significance in the pooled French cohort (p = 5.78 x 10
-7

).  

However, it was not replicated in the North American one (p = 0.46). 

Most interestingly 2 SNPs in MAPK14 yielded a combined p-value close to 

genomewide significance. Among them, rs7761118 was the best-associated variant with a 

combined p-value of p = 6.2 x 10
-7

. Such association signal appeared as independent of HLA-

B27 located not very far away, albeit at a distance where linkage disequilibrium was not 

expected to extend, as attested by conditional analyses. This variant is mapped to an intron of 

MAPK14 a gene that codes for the p38 mitogen-activated protein kinase, whose functions can 
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easily be related to SpA pathogenesis. Indeed, this kinase is activated by pro-inflammatory 

cytokines and has been involved in inflammatory bowel disease, a condition frequently 

associated with SpA (14). Moreover, MAPK14 was shown to be deregulated in relation with 

HLA-B27 expression (15). 

Besides discovering new findings, we were interested in replicating gene associations 

previously reported with AS through case-control GWAS. Interestingly, we observed nominal 

associations for polymorphisms in IL23R, PTGER4, ERAP1, BACH2 and ZMIZ1 reinforcing 

the evidence of shared genetic background between SpA as a whole, such as in the present 

study, and AS (16).  

To conclude, we have identified, through a family-based GWAS, several 

polymorphisms potentially associated with SpA including two intronic variants in MAPK14 

on chromosome 6 whose association with AS was close to genomewide significance and 

appeared independent of HLA-B27 located 5.65 Mb upstream. Larger studies will be needed 

to expand this result further and to identify causal variant.  
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TABLES 

 
Table 1. Clinical characteristics of the SpA patients included in genome-wide linkage study 

Characteristic Discovery study 

(n = 438) 

1
st
 replication 

(n = 215) 

2
nd

 replication 

(n = 294 )  

Age in years, mean ± SD 

Disease duration in years, mean ± SD 

Sex ratio, % of men 

HLA-B27 positivity, % 

Axial manifestations  

- Inflammatory back pain, % 

- Radiographic sacroiliitis*, % 

Peripheral manifestations 

- Peripheral arthritis, % 

- Peripheral enthesitis, % 

Extra-articular manifestations 

- Uveitis, % 

- Psoriasis, % 

- Inflammatory bowel disease, % 

Classification criteria fulfillment 

- Amor, % 

- ESSG, % 

- ASAS  

o axial, % 

o peripheral, % 

47.5 ± 14.9 

23.4 ± 13.7 

51.9 

93.8 

 

97.7 

60.8 

 

44.4 

69.6 

 

29.1 

25.2 

6.6 

 

99.3 

94.7 

99.3 

95.7 

3.6 

41.2 ± 15.3 

23.3 ± 9.9 

61.9 

90.2 

 

93.9 

58.4 

 

39.2 

67.5 

 

25.9 

31.6 

6.6 

 

98.1 

98.1 

98.6 

93.5 

5.1 

NA 

NA 

59.4 

90.5 

 

NA 

NA 

 

NA 

NA 

 

NA 

NA 

NA 

 

NA 

NA 

100 

NA 

NA 

* refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral 

NA: not available. 
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Table 2. Most significant associations resulting from the combined family-based association analyses. 

SNP name Chr 
Position  

(Mb) 
Gene 

Discovery cohort Fisrt replication 

 cohort 

Second replication  

Cohort 

Combined  

Cohort 

   
 T U P T U P T U P T U P 

rs16883860 6 36.002 MAPK14 0.08 0.12 0.0007 0.10 0.18 0.005 0.08 0.14 0.02 0.08 0.12 1.4 x 10
-6

 

rs7761118 6 36.068 MAPK14 0.08 0.12 0.0007 0.06 0.012 0.009 0.08 0.15 0.006 0.08 0.12 6.2 x 10
-7

 

rs17057749 13 60.739 DIAPH3 0.002 0.02 0.0009 0.03 0.07 0.009 0.02 0.04 0.03 0.01 0.03 1.4 x 10
-5

 

 Chr: chromosome; T, transmitted minor allelic frequency; U, untransmitted minor allelic frequency 
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FIGURES 

 

Figure 1. Manhattan plot of the genome-wide p-values of association. The x axis represents the position on the genome with each chromosome 

represented with a distinct color code. The y axis represents the negative decimal logarithm of p-values. Significant threshold assessed by 

Bonferroni correction is represented by solid line. 
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Supplementary table 1. Best associated on-MHC-SNPs in the discovery cohort 

SNP name Chromosome Position (Mb) Gene T U P-value 

rs7548252 1 34.794 - 0.28 0.36 5.23 x 10
-5

 

rs6671552 1 53.082 - 0.15 0.08 9.43 x 10
-5

 

rs10493390 1 66.313 PDE4B 0.04 0.15 1.58 x 10
-5

 

rs10927039 1 243.722 AKT3 0.08 0.16 6.64 x 10
-5

 

rs17517219 2 76.723 - 0.29 0.22 7.59 x 10
-5

 

rs16838470 2 138.012 THSD7B 0.01 0.07 9.42 x 10
-5

 

rs16843527 2 140.945 - 0.06 0.16 2.69 x 10
-5

 

rs17015351 3 77.614 ROBO2 0.05 0.14 8.24 x 10
-5

 

rs1003984 3 85.870 CADM2-AS2 0.21 0.15 7.88 x 10
-6

 

rs9813792 3 104.090 - 0.09 0.16 5.96 x 10
-5

 

rs9832487 3 165.921 - 0 0.05 9.42 x 10
-5

 

rs6857838 4 82.124 PRKG2 0.24 0.17 6.92 x 10
-5

 

rs41455 5 52.573 - 0.06 0.13 8.33 x 10
-5

 

rs2968222 5 56.928 - 0.03 0.07 2.18 x 10
-5

 

rs267303 5 114.587 PGGT1B 0.23 0.31 4.17 x 10
-5

 

rs9475771 6 13.915 - 0.42 0.34 8.50 x 10
-5

 

rs9462165 6 36.205 - 0.15 0.24 5.59 x 10
-5

 

rs9369631 6 46.708 - 0.15 0.25 4.60 x 10
-5

 

rs2262774 6 67.796 - 0.49 0.37 1.70 x 10
-5

 

rs2167984 6 67.819 - 0.46 0.35 5.98 x 10
-5

 

rs3734369 6 71.569 SMAP1/B3GAT2 0.02 0.05 9.42 x 10
-5

 

rs6976807 7 26.544 - 0.21 0.14 9.55 x 10
-5

 

rs17135796 7 53.573 - 0.01 0.07 5.11 x 10
-6

 

rs10224547 7 80.960 AC004866 0.15 0.09 7.75 x 10
-5

 

rs4729661 7 100.760 - 0.27 0.17 6.86 x 10
-5

 

rs1188311 8 13.070 - 0.03 0.15 4.21 x 10
-5

 

rs7005764 8 15.703 - 0.01 0.05 4.53 x 10
-5

 

rs1112066 9 23.244 - 0.03 0.15 6.52 x 10
-6

 

rs1901640 10 4.772 - 0.10 0.19 2.39 x 10
-5

 

rs11258455 10 6.435 - 0.02 0.06 2.18 x 10
-5

 

rs16923962 10 24.128 KIAA1217 0.02 0.10 1.17 x 10
-5

 

rs12575169 11 13.998 SPON1 0.14 0.22 1.98 x 10
-5

 

rs4765413 12 127.067 - 0.16 0.27 2.64 x 10
-6

 

rs1415245 13 34.749 - 0.10 0.07 9.75 x 10
-5

 

rs2321822 13 34.753 - 0.10 0.07 9.75 x 10
-5

 

rs427842 13 93.840 - 0 0.05 5.11 x 10
-6

 

rs16945685 16 77.461 ADAMTS18 0.01 0.06 2.18 x 10
-5

 

rs8095794 18 60.268 - 0.006 0.04 4.53 x 10
-5

 

rs1604432 19 31.262 - 0.06 0.10 2.15 x 10
-5

 

rs3088007 20 3.733 HSPA12B 0.27 0.37 8.69 x 10
-5

 

rs6515500 20 24.429 GAPDHP53 0.05 0.10 3.94 x 10
-5

 

rs6114732 20 24.431 GAPDHP53 0.05 0.10 6.37 x 10
-5

 

T, transmitted minor allelic frequency; U, untransmitted minor allelic frequency 
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Supplementary table 2. Associations results around genetic susceptibility factors associated 

with AS in the IGAS Immunochip study (6).  

 

Gene Number of SNPs tested 

in the Affy250K array 
Number of SNPs with p<0.05 

RUNX3 

IL23R 

GPR25 / KIF21B 

PTGER4 

ERAP1 

IL12B 

CARD9 

LTBR / TNFRSF1A 

NPEPPS / TBKBP1 / TBX21 

IL6R 

FCGR2A 

UBE2E3 

GPR35 

BACH2 

ZMIZ1 

NAX2-3 

SH2B3 

GPR65 

IL27 / SULT1A1 

NOS2 

TYK2 

ICOSLG 

5 

11 

2 

3 

9 

4 

0 

1 

2 

1 

1 

13 

1 

26 

21 

3 

0 

4 

0 

3 

0 

1 

0 

1 

0 

2 

2 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

4 

5 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Supplementary table 3. Association results in the French family cohorts for the best-associated SNPs in the 1
st
 replication step (nominal p < 

0.05). 

 

SNP name Chr Position (Mb) Gene Discovery cohort Replication cohort Combined cohort 

   
 T U P-value T U P-value T U P-value 

rs3768393 1 226.881 ITPKB 0.02 0.05 0.0005 0.02 0.06 0.03 0.02 0.05 8.96 x 10
-5

 

rs12105764 2 40.646 SLC8A1 0.13 0.20 0.002 0.16 0.28 0.002 0.14 0.22 1.28 x 10
-5

 

rs10865331 2 62.551 - 0.48 0.43 0.07 0.52 0.53 0.03 0.50 0.43 0.005 

rs12374260 4 47.537 ATP10D 0.41 0.52 0.0003 0.40 0.51 0.005 0.41 0.51 4.36 x 10
-6

 

rs16883860 6 36.002 MAPK14 0.08 0.12 0.0007 0.10 0.18 0.005 0.08 0.13 1.08 x 10
-5

 

rs7761118 6 36.068 MAPK14 0.08 0.12 0.0007 0.06 0.012 0.009 0.07 0.12 1.81 x 10
-5

 

rs419574 9 98.155 - 0.04 0.07 0.0006 0.004 0.3 0.004 0.03 0.06 2.74 x 10
-5

 

rs1335405 9 119.993 ASTN2 0.02 0.05 0.0005 0.04 0.09 0.008 0.02 0.06 2.37 x 10
-5

 

rs10741628 11 13.895 - 0.48 0.36 0.0004 0.48 0.39 0.03 0.48 0.37 4.77 x 10
-5

 

rs4765413 12 127.067 - 0.16 0.27 2.64 x 10
-6

 0.22 0.32 0.02 0.19 0.28 5.78 x 10
-7

 

rs17057749 13 60.739 DIAPH3 0.002 0.02 0.0009 0.03 0.07 0.009 0.01 0.03 7.90 x 10
-5

 

rs17082105 13 67.685 PCDH9 0.006 0.03 0.0009 0.01 0.04 0.03 0.008 0.03 0.0002 

rs16951661 13 96.844 HS6ST3 0.01 0.04 0.0004 0.003 0.03 0.02 0.007 0.03 4.60 x 10
-5

 

rs11157326 14 43.430 - 0.01 0.04 0.0004 0.09 0.15 0.02 0.04 0.06 0.0003 

rs12952507 17 59.265 ACCN1 0.20 0.25 0.02 0.19 0.26 0.04 0.20 0.25 0.002 

rs6515500 20 24.429 - 0.05 0.10 3.94 x 10
-5

 0.05 0.09 0.04 0.05 0.10 7.31 x 10
-6

 

    Chr: chromosome; T, transmitted minor allelic frequency; U, untransmitted minor allelic frequency 
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Le polymorphisme non synonyme de l’IL23R rs11209026 est associé à la sacro-

iliite radiographique dans la spondyloarthrite. 

 

La première étude d’association génome-entier dans la SA, publiée en 2007, a mis en 

évidence une association significative entre la maladie et plusieurs polymorphismes du gène IL23R267. 

Cette association a depuis été répliquée dans plusieurs cohortes caucasiennes, notamment pour le 

polymorphisme non synonyme rs11209026 qui semble être le principal responsable du signal 

d’association. Ce SNP est également associé à la maladie de Crohn et au psoriasis, deux pathologies 

proches de la SpA405,407. L’objectif de cette étude était de déterminer si le SNP rs11209026 était 

associé à la SpA dans son ensemble. 

Pour ce faire, le polymorphisme rs11209026 a été génotypé dans une cohorte française 

composée de 415 patients indépendants atteints de SpA et 312 témoins sains ainsi que dans une 

cohorte familiale de 383 trios (chacun constitué d’un individu malade et ses deux parents). Dans un 

premier temps, l’association a été testée entre ce polymorphisme et la SpA dans son ensemble dans 

chacune des cohortes. Une association significative n’a été observée que dans la cohorte familiale    

(p = 0,03, OR = 0,57). L’association a ensuite été testée en séparant les patients ayant une sacro-iliite 

radiologique selon les critères de New York modifiés de SA et ceux n’ayant pas de sacro-iliite 

radiologique (SpA non radiologique). Une forte association a été observée avec la SA dans les deux 
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cohortes (p = 4,5x10-4 et p = 4,0x10-3 respectivement). En revanche, aucune association n’a été 

détectée avec le groupe des patients sans sacro-iliite radiologique. On observait même une 

différence significative des fréquences alléliques entre les deux sous-groupes de patients (SA et SpA 

non radiologique ; p = 1,5x10-3). 

Une étude de corrélation phénotype/génotype a ensuite été réalisée grâce à une analyse de 

régression logistique. Cette étude a révélé que la présence d’une sacro-iliite radiologique ou un 

début précoce de la maladie, deux critères de sévérité de la maladie, étaient indépendamment 

associés à une fréquence plus faible de l’allèle protecteur A du SNP rs11209026. Comme 

précédemment rapporté, le taux sérique de CRP était associé à la sacro-iliite radiologique dans le 

sous-groupe de 209 patients pour lesquels une détermination de la valeur de CRP était disponible    

(p = 4.2x10-4).  

Ainsi, l’association du SNP rs11209026 avec la SpA est-elle restreinte aux formes avec sacro-

iliite radiologique, au contraire de ce qui avait été précédemment observé pour les polymorphismes 

d’ERAP1 comme rs30187383. Cela tend à montrer que certains facteurs génétiques influencent le 

niveau de susceptibilité à la maladie, alors que d’autres facteurs ont plutôt un rôle de modulateur 

phénotypique. 
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ABSTRACT 

Objective: Spondyloarthritis (SpA) is a group of inflammatory articular disorders sharing 

genetic background. The non-synonymous single-nucleotide polymorphism rs11209026 

(Arg381Gln) in the IL23R gene, has reproducibly been shown as associated with ankylosing 

spondylitis (AS). Here, we examined the association between rs11209026 and SpA as a 

whole. Particular attention was devoted to genotype-phenotype correlation.  

Methods: rs11209026 was genotyped in a French collection of 415 cases/372 controls and 

383 trios. Association analysis was carried out in SpA as a whole group and then separately in 

AS and non-AS patients. Phenotype/genotype correlations were examined using a logistic 

regression analysis.  

Results: A significant association between rs11209026 and SpA was only identified in the 

familial dataset (P = 0.03; OR = 0.57). Strong association with AS was observed in both 

case/control and familial datasets (P = 4.5x10
-4

 and 4x10
-3

, respectively). In contrast, such 

association was not detected with the non-AS group. Furthermore, rs11209026 frequency was 

significantly different between the AS and non-AS patients (P = 2.5x10
-3

). 

Phenotype/genotype correlation study revealed that both radiographic sacroiliitis and an early 

onset were independently associated with a lower frequency of the rare protective rs11209026 

allele A in patients (P = 9x10
-3

 and 8x10
-3

, respectively). 

Conclusion: Our study replicated the robust association between rs11209026 and AS, in the 

French population. However such association was restricted to AS patients, as compared to 

SpA without radiographic sacro-iliitis. The fact that it was independently conditioned by 

radiographic sacroiliitis and age at onset suggests that rs11209026 could affect the disease 

severity rather than susceptibility.  
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Spondyloarthritis (SpA) is the second most frequent form of chronic inflammatory 

rheumatic disorders with an estimated prevalence around 1% in adult Caucasian population 

(1). It comprises several closely related disorders characterized by axial and/or peripheral 

joint inflammation, often in association with extra-articular inflammation of the eye, skin or 

gut. Although each of these entities is defined by specific characteristics they share several 

major clinical and imaging features, as well as genetic predisposition (2). 

SpA is a highly heritable disease involving multiple genetic factors, among which the 

HLA-B27 allele plays a prominent role (1). To discover other predisposing genetic factors, 

several genome-wide association studies (GWAS) have recently been conducted in AS, the 

prototypical form of SpA that relies on definite radiographic sacroiliitis for ascertainment. 

The first one revealed association with non-synonymous single-nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in two non-MHC genes, ERAP1 and IL23R (3). Since this original study, such 

associations have been consistently replicated in AS Caucasian populations (4). The most 

significantly AS-associated IL23R polymorphism across studies, rs11209026 (Arg381Gln) 

has also been implicated in susceptibility to inflammatory bowel diseases (IBD), psoriasis and 

psoriatic arthritis (5,6). In all these disorders, the minor allele A at rs11209026 (which is 

inferred to be non-ancestral) was strongly protective. 

The IL23R gene is located on chromosome 1p31 and encodes one of both subunits of 

the receptor for interleukin-23 (IL-23), a cytokine critically involved in the expansion of Th17 

cells. This subset of CD4+ effector T lymphocytes, is characterized by the secretion of pro-

inflammatory cytokines, such as IL-17A, IL-17F and IL-22 (7). Besides the association of 

IL23R polymorphisms with AS, several arguments indicate that both IL-23 and Th17 may 

play a role in the pathogenesis of SpA (8,9). 

SpA is considered as a group of interrelated disorders sharing a common genetic 

background, as shown by their high familial aggregation and by their strong association with 

HLA-B27 (2). The validity of this unified concept was recently reinforced by the 

demonstration that polymorphisms in ERAP1 and the IL-1 family gene cluster, already known 

as associated with AS were similarly associated with SpA lacking radiographic sacro-iliitis 

(10,11).  

The aim of the present work was to determine whether rs11209026, a non-

synonymous polymorphism in the IL23R gene also known to be associated with AS, would 
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similarly contribute to the whole SpA susceptibility and in particular in the absence of 

radiographic sacroiliitis 

 

PATIENTS AND METHODS 

Ethics Statement 

This study was approved by the local ethical committee of Cochin Hospital (Paris, 

France) and of Ambroise Paré Hospital (Boulogne-Billancourt, France). Written informed 

consent was obtained from each participant.  

Study population 

Genotyping was first performed in a case-control cohort consisting of 415 unrelated 

SpA cases and 372 healthy controls. For replication study, we used 383 trios (each consisting 

of 1 patient and both parents) belonging to 246 multiplex and 29 simplex families, which 

comprised overall 662 patients affected with SpA (the number of patients exceeded that of 

trios, because parents were frequently affected). 

Caucasian families were recruited throughout France by the Groupe Français d’Etude 

Génétique des Spondylarthrites. In case/control panels, independent cases were recruited 

through the Rheumatology clinic of Ambroise Paré Hospital (Boulogne-Billancourt) or 

through the national self-help patients’ organization: “Association Française des 

Spondylarthritiques”. Independent controls were obtained from the “Centre d'Etude du 

Polymorphisme Humain”, or were recruited as healthy spouses of cases. 

Diagnosis was made according to the following internationally validated classification 

criteria: Amor's and/or European Spondylarthropathy Study Group criteria for SpA and 

modified New York criteria for AS (12). All anteroposterior radiographs of the pelvis were 

examined blindly and independently by 2 qualified examiners (RSN, MB), using an 

established grading system (12). Even if they were not developed at the time of recruitment, 

the Assessment of SpondyloArthritis international Society classification criteria for axial and 

peripheral SpA were applied a posteriori whenever possible (12,13). Detailed clinical 

characteristics of the enrolled patients are provided in Table 1.  
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DNA isolation and genotyping  

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using standard methods. 

Genotypes of rs11209026 were obtained through the following techniques: 

- Immunochip custom array (Illumina, San Diego, California, USA) for AS cases 

and controls, as part of the International Genetics of Ankylosing Spondylitis 

Consortium study (14); 

- Roche LightCycler melting curve analysis using the the LightMix
®

 Kit human 

IL23R Arg381Gln (TIB-MolBiol, Berlin, Germany; Cat.-No.40-0349-16) for non-

AS cases;  

- Affymetrix 250K SNP array (Affymetrix, Santa Clara, California, USA) for 

multiplex families; 

- Illumina BeadXpress (Illumina, San Diego, California, USA) for simplex families; 

Negative controls and duplicate samples were included to ensure accuracy of genotyping. 

Statistical analysis 

SNP was tested for deviation from Hardy–Weinberg equilibrium (HWE) separately in 

each control population. Disease association with single variants was assessed by Cochran-

Armitage trend test for case-control study using PLINK 1.07 

(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/). Family-based association analysis and pooled 

analysis were carried out using likelihood-based association analysis implemented in 

Unphased 3.1.6 (http://unphased.sourceforge.net/). A P value < 0.05 was considered as 

statistically significant. The Breslow-Day method was applied to calculate the homogeneity of 

odds ratio (OR) between both cohorts. 

Three affection traits were considered successively: SpA as a whole, AS and SpA 

without radiographic sacroiliitis (referred hereafter as “non-AS” patients). Characteristics of 

both groups of cases are summarized in Supplementary Table 1. 

This study had powers of 73% and 71% to identify an association between SpA and 

rs11209026, with a P-value of 0.05 and OR of ≤ 0.6, in the case-control and family-based 

datasets, respectively.  

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/
http://unphased.sourceforge.net/
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To investigate the association of SNPs with patients clinical characteristics, we 

performed univariate logistic regression analysis. For each family, one SpA case was 

randomly selected and all the unrelated cases were also included in the analysis. To avoid bias 

in patients selection, we repeated the operation 10,000 times and reported P-value and OR 

distribution (median and interquartile range). Multivariate logistic regression models entered 

candidate variables (P value under 0.1 in univariate analysis).  

Association of radiographic sacroillitis and of rs11209026 with elevated serum C-

reactive protein (CRP) level (i.e. higher than laboratory positivity threshold) was tested by 

univariate logistic regression in the subgroup of patients for which serum CRP determination 

was available (n = 209). 

 

RESULTS 

Case-control study 

Genotyping rate was 97.7%. Concordance between both genotyping methods used for 

this part of the study (Immunochip and LightCycler) was 99.3%. There was no significant 

deviation from HWE in the controls. Allele frequency of the minor allele A was similar in 

controls to those previously reported in Caucasian population and in HapMap samples of 

European descent. 

There was no significant association between rs11209026 and the whole SpA group (P 

= 0.095). Association analysis was also conducted separately in patients with or without 

radiographic sacroiliitis. Interestingly, rs11209026 was highly significantly associated with 

the AS subtype (OR = 0.33, 95% confidence interval (CI): 0.17 to 0.66, P = 4.5 x 10
-4

). In 

contrast, no association with this polymorphism was detected in the non-AS group (OR = 

1.03, 95% CI: 0.63 to 1.68, P = 0.912) (Table 2). Furthermore, allelic frequencies were 

significantly different between the AS and non-AS patients (OR = 0.32, 95% CI: 0.15 to 0.68, 

P = 1.5 x 10
-3

) (Table 2). 

Family-based study 

To replicate the foregoing results, we genotyped rs11209026 in 383 trios. Genotyping 

rate was 97.9%. There was no significant deviation from HWE in the control group. 
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The transmission disequilibrium test of rs11209026 in all SpA trios showed significant 

undertransmission of the minor allele of rs11209026 (OR = 0.57, 95% CI: 0.34 to 0.97, P = 

0.028) (Table 2). Again, separate analysis of AS and non-AS patients detected a strong 

association between the tested SNP and AS patients (OR = 0.27, 95% CI: 0.11 to 0.68, P = 4 

x 10
-3

) but no association in the non-AS group (OR = 1.13, 95% CI: 0.57 to 2.27, P = 0.723) 

(Table 2).   

Pooled study 

We then combined analysis of case-control and family-based cohorts. Breslow-Day 

method identified no significant differences between the two datasets. Pooled analysis 

reinforced the significance of association between AS and rs11209026 (OR = 0.35, 95% CI: 

0.20 to 0.59, P = 4.6 x 10
-6

). No association was detected between this polymorphism and 

SpA as a whole or non-AS cases (P = 0.061 and P = 0.41, respectively) (Table 2).   

Phenotype/genotype association analysis 

Phenotype/genotype correlation study revealed a significantly lower frequency of the 

rare protective rs11209026 allele A in patients with radiographic sacroiliitis (P = 9 x 10
-3

) or 

with a younger age at onset (P = 4 x 10
-3

). Each of these associations remained significant (P 

= 9 x 10
-3

 and P = 4 x 10
-3

, respectively) in multivariate analysis (Table 3). 

As previously reported, an elevated serum CRP level was significantly associated with 

sacroiliitis in the subgroup of 209 patients in which CRP had been determined (OR = 2.96, 

95% CI: 1.62 to 5.42, P = 4.2 x 10
-4

). Interestingly, carriers of the rs11209026 allele A had 

less frequently elevated CRP than carriers of the allele G (OR = 0.27, 95% CI: 0.09 to 0.86, P 

= 0.03). 

 

DISCUSSION  

Since initial GWAS discovery, numerous studies have confirmed that several IL23R 

polymorphims were associated with AS. However, until now, none had investigated their 

association with SpA as a whole. We report here for the first time the results of an association 

study between rs11209026, the non-synonymous IL23R SNP most strongly associated with 

AS, and SpA patients with or without radiographic sacroiliitis. We could show that 
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rs11209026 was selectively associated with AS, either in sporadic or familial cases. We 

further identified an association between this SNP and both radiographic sacroiliitis, and age 

at disease onset. 

Thus, association with rs11209026 seems to be restricted to AS. Indeed, in both of our 

datasets, we confirmed the protective effect of the rare allele A of this SNP on AS 

susceptibility, contrasting with its lack of association with SpA without sacroiliitis. 

Furthermore, the frequency of this SNP was significantly different between AS and non-AS 

patients. This result is in contrast with the confirmed association of ERAP1 rs30187 with both 

AS and non-AS patients studied herein (data not shown), as previoulsy reported (11). Thus, 

the lack of association observed with non-AS patients was unlikely to be explained by an 

insufficient power of the study. Frequency of the protective rs11209026 allele was lower in 

patients with radiographic sacroiliitis independently of their disease duration. Altogether these 

results suggest that in SpA, the rs11209026 allele A could exert a protective effect on the 

development of sacroiliac joint damage, including bony ankylosis. 

IL-23, which signals through IL-23R complex, is one of the master regulators of Th17 

effector T-cell subset. This subset is characterized by IL-17 and IL-22 production and is 

associated with strong pro-inflammatory responses. Several observations suggest a pivotal 

role for the IL-23/Th17 cells axis in the pathogenesis of SpA and related disorders, such as 

IBD and psoriasis. First, AS patients have elevated serum levels of IL-23 and IL-17 (9). 

Moreover, several genes involved in Th17 differentiation have been associated with these 

disorders (4). Finally, experimental animal models have implicated IL-23 and Th17 cells in 

SpA development (8,9). 

The non-synonymous polymorphism rs11209026 is located in the initial portion of the 

IL-23R intra-cytoplasmic domain. By changing the highly conserved Arg381 for Gln381 at 

this position, the interaction between IL-23R and its signaling partner, Jak2 kinase, may be 

modified. The functional consequence of carrying the protective rs11209026 variant is a loss-

of-function. Indeed, it was shown that CD4+CD45RO+ and CD8+ T cells from healthy 

Gln381 carriers have decreased IL-23-dependent IL-17 and IL-22 production and a lower 

percentage of circulating Th17 cells. Moreover cells transfected with the IL23R Gln381 

variant exhibited decreased IL23-mediated signaling, as compared with those transfected with 

the IL23R Arg381 (15). 
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Given that the serum level of CRP is a strong positive predictor of radiographic 

sacroiliitis progression (16), we hypothesized that rs11209026 Gln381 might prevent 

radiographic sacroiliitis development by limiting the level of inflammation in SpA. Consistent 

with such hypothesis, an elevated level of CRP was associated with higher frequency of 

sacroiliitis in the present study. Moreover, we identified an association between rs11209026 

and elevated CRP. 

In our study, neither IBD nor psoriasis was associated with rs1109026 contrary to 

what is now well established (5,6). It may be explained by the insufficient power of this study 

especially relative to IBD (only 81 patients had such feature).  

To conclude, the present study confirmed the strong association between the IL23R 

non-synonymous polymorphism rs11209026 and AS in the French population. We also 

demonstrated that such association could not be generalized to other SpA subtypes. The fact 

that it was independently conditioned by radiographic sacroiliitis and age at onset suggests 

that rs11209026 could affect disease severity rather than susceptibility, in particular by 

preventing structural damage.  
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TABLES 

 

Table 1. Clinical characteristics of spondyloarthritis patients in the study 

Characteristic Singleton cases (n=415) Familial cases (n=662) 

Age in years, mean ± SD 

Age at onset in years, mean ± SD 

Sex ratio, men:women (%) 

HLA-B27 positivity, % 

Axial manifestations  

- Inflammatory back pain, % 

- Radiographic sacroiliitis, %* 

Peripheral manifestations 

- Peripheral arthritis, % 

- Peripheral enthesitis, % 

Extra-articular manifestations 

- Uveitis, % 

- Psoriasis, % 

- Inflammatory bowel disease, % 

Spondyloarthritis subtype,  

- AS, % 

- USpA, % 

- PsA, % 

- AIBD, % 

- ReA, % 

Classification criteria fulfillment 

- Modified New York, % 

- Amor, % 

- ESSG, % 

- ASAS Axial SpA, % 

- ASAS Peripheral SpA, % 

46.7 ± 13.1 

26.2 ± 10.2 

208:207 (50.1/49.9) 

78.8 

 

97.3 

52.3 

 

39.5 

79.5 

 

24.3 

27.6 

8.8 

 

52.3 

31.8 

13.3 

2.6 

0 

 

52.3 

97.7 

99 

83.4 

11.3 

46.1 ± 15.4 

23.7 ± 9.1 

365:297 (60/40) 

93.5 

 

97.6 

58.1 

 

44.2 

69.6 

 

28.5 

28.3 

6.8 

 

58.3 

28.7 

10.9 

1.7 

0.5 

 

58.3 

98.9 

96 

95.1 

4.3 

Inflammatory bowel disease: Crohn’s disease or ulcerative colitis; AS, ankylosing spondylitis; USpA, 

undifferentiated spondyloarthritis; PsA, psoriatic arthritis; AIBS, Inflammatory bowel disease-associated 

arthritis; ReA, Reactive Arthritis; ESSG, European Spondyloarthropathy Study group; ASAS, Assessment 

of SpondyloArthritis international Society; 

The registered manifestations correspond to those present at the time of examination, or retrieved from 

past-medical history. 

* Refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral 
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Table 2. Results of the case/control and family-based allelic association studies for rs11209026 

  Case-Control study  Family-based study Pooled study 

 N MAF 

Patients 

MAF  

Controls 

OR  

 (95% CI) 

P N
 

Trios 

T U OR  

(95% CI) 

P OR 

 (95% CI)  

P 

SpA vs. Controls 415/372 0.052 0.072 0.70 (0.46 to 1.07) 0.095 383 0.042 0.064 0.57 (0.34 to 0.97) 0.028 0.76 (0.56 to 1.02) 0.061 

AS vs. Controls 217/372 0.025 0.072 0.33 (0.17 to 0.66) 4.5x10
-4

 218 0.026 0.07 0.27 (0.11 to 0.68) 4.0x10
-3

 0.35 (0.20 to 0.59) 4.6x10
-6

 

Non-AS vs. Controls 198/372 0.074 0.072 1.03 (0.63 to 1.68) 0.912 165 0.057 0.056 1.13 (0.57 to 2.27) 0.723 1.18 (0.80 to 1.72) 0.41 

AS vs. non-AS 217/198 0.025 0.074 0.32 (0.15 to 0.68) 1.5x10
-3

 ND ND ND ND ND ND ND 

SpA, spondyloarthritis; AS, ankylosing spondylitis; Non-AS, spondyloarthritis without radiographic sacroiliitis; MAF, minor allelic frequency; T, transmitted minor allelic 

frequency; U, untransmitted minor allelic frequency; ND, not done 
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Table 3. Results of genotype – phenotype association analysis 

 Univariate analysis Multivariate analysis 

 Median P (IQR) * Median OR (95% CI)* Median P (IQR)* Median OR (95% CI)* 

Radiographic SI 0.003 (0.001-0.008) 0.44 (0.25 to 0.76) 0.009 (0.004-0.02) 0.47 (0.27 to 0.83) 

Psoriasis 0.68 0.9 (0.51 to 1.59) ND ND 

Uveitis 0.36 0.75 (0.41 to 1.38) ND ND 

IBD 0.24 0.49 (0.15 to 1.61) ND ND 

Sex 0.24 1.35 (0.82 to 2.23) ND ND 

Age at onset 0.004 (0.002-0.01) 1.03 (1.01 to 1.05) 0.008 (0.003-0.02) 1.03 (1.01 to1.05) 

SI: sacro-iliitis; IQR: interquartile range; OR: odds ratio; ND: not done ; IBD: inflammatory bowel disease 

* Median and IQR of the P-values and ORs obtained by iterative (10,000. times) random selection of 

patients  
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Les cellules dendritiques dérivées de monocytes de patients HLA-B27+ atteints de 

spondyloarthrite axiale ont une capacité fonctionnelle altérée et une dérégulation 

de l’expression de leurs gènes 

 

De nombreux arguments plaident en faveur de l’implication des cellules dendritiques (DC) 

dans la pathogénèse de la SpA chez le rat transgénique HLA-B27. En effet, dans ce modèle, des 

expériences de transfert cellulaire ont suggéré que la présence de cellules présentatrices de 

l’antigène exprimant fortement le HLA-B27 était nécessaire et suffisante pour provoquer une SpA 

chez des rats non transgéniques408,409. L’étude des DCs de ces rats a également mis en évidence 

plusieurs anomalies fonctionnelles, telles qu’une diminution de leur capacité à induire une réponse 

cellulaire T, des anomalies du cytosquelette, une plus faible expression des molécules du CMH de 

classe II et une augmentation de la mort par apoptose410–413. Enfin, ces cellules induisent 

préférentiellement l’expansion de cellules Th17 proinflammatoires414.  

En revanche, peu de données sont disponibles quant au rôle des DCs dans la survenue de la 

SpA chez l’homme. Par analogie à ce qui avait été observé chez le rat, l’objectif de cette étude était 

de comparer les capacités de stimulation des lymphocytes T CD4+ (LT-CD4+) des DCs dérivées de 

monocytes du sang circulant (MD-DCs), ainsi que leur profil d’expression génique entre des sujets 

sains et des sujets atteints de SpA, afin de rechercher des anomalies fonctionnelles des DCs chez ces 

patients. L’une des doctorantes du laboratoire (Alice Talpin) a réalisé les études cellulaires, tandis 

que j’ai mené conjointement avec elle les études transcriptomiques (analyse de puce, qPCR, analyse 

de réseau) ainsi que l’écriture de l’article. 
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À partir du sang périphérique, les monocytes circulants ont été isolés par sélection CD14+ 

puis cultivés pendant six jours en présence de GM-CSF et d’IL4. Les MD-DCs ainsi obtenues ont 

ensuite été laissées au repos ou stimulées par du lipopolysaccharide (LPS) pendant six ou 24 heures.  

Dans un premier temps, la capacité des MD-DCs à stimuler une réponse proliférative de LT-

CD4+ hétérologues a été testée chez 19 patients et 24 témoins sains. Des LT-CD4+ provenant de 

témoins sains ont été mis en culture durant six jours en présence des MD-DCs, laissées au repos ou 

stimulées par le LPS. Une diminution significative de la prolifération des LT-CD4+ par les MD-DCs 

avant stimulation et après six heures d’exposition au LPS (p < 0,05 et p < 0,01 respectivement) a été 

observée chez les patients en comparaison aux témoins.  

Nous avons ensuite comparé le transcriptome des MD-DCs (laissées au repos ou stimulées 

par du LPS pendant six ou 24 heures) provenant de neuf patients atteints de SpA axiale avec celui de 

dix individus sains. Un ensemble de 81 gènes différentiellement exprimés entre patients et témoins 

(c'est-à-dire avec une valeur p nominale inférieure à 0,01 et un fold-change inférieur à 0,66 ou 

supérieur à 1,5) a été identifié. L’analyse d’enrichissement n’a pas permis de mettre en évidence de 

voie de signalisation spécifiquement dérégulée. Quatre de ces gènes choisis sur la base de leur 

niveau de significativité statistique et de leur pertinence biologique (ADAMTS15, F13A1, SELL et 

CITED2) ont été validés par PCR quantitative dans les mêmes échantillons. 

L’analyse de la co-expression des gènes a permis de montrer qu’il existait une corrélation 

négative entre l’expression d’ADAMTS15 et celle de CITED2 après 6 heures de stimulation des MD-

DCs par le LPS. Étant donné son rôle de co-activateur transcriptionnel, nous avons ensuite cherché à 

identifier les gènes co-régulés avec CITED2. On notait, parmi les 222 gènes dont l’expression était 

significativement corrélée à celle de CITED2 chez les patients (au seuil de p < 0,001), un 

enrichissement significatif en gènes de la voie Wnt. Cet enrichissement n’existait en revanche pas 

chez les témoins, soulignant l’implication possible de la voie Wnt dans la physiopathologie de la SpA.  

Ce travail a permis d’observer des anomalies fonctionnelles des MD-DCs atteints de SpA de 

façon similaire à ce qui avait été décrit chez le rat transgénique HLA-B27. La comparaison du 

transcriptome de MD-DCs entre les patients atteints de SpA et les témoins ne nous a pas permis 

d’expliquer de façon évidente ces anomalies, mais a mis en évidence l’implication potentielle de 

certaines voies de signalisation comme la voie Wnt dans la pathogénie de la SpA.  
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ABSTRACT 

Objectives: To compare the functional capacity and gene expression profile of monocyte-

derived dendritic cells (MD-DCs) in HLA-B27
+
 axial spondyloarthritis (SpA) patients and 

healthy controls. 

Methods: MD-DCs were differentiated with IL-4 and GM-CSF for 7 days, starting from 

purified CD14
+
 monocytes and stimulated with LPS for 6 and 24 hours. Their capacity to 

stimulate allogeneic CD4
+
 T cells from unrelated healthy donor was tested. Transcriptomic 

study was performed with Affymetrix HuGene 1.0 ST microarrays. Gene expression levels 

were compared between patients and controls using a multivariate design under a linear model 

(LIMMA). Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was performed for validation of the most 

striking gene expression differences. 

Results: The stimulatory capacity of allogeneic CD4
+
 T cells by MD-DCs from SpA patients 

was decreased. Transcriptomic analysis revealed 81 genes differentially expressed in MD-

DCs between SpA patients and controls (p <0.01 and fold-change <0.66 or >1.5). Four 

selected genes were validated by qRT-PCR: ADAMTS15, CITED2, F13A1 and SELL. 

Expression levels of ADAMTS15 and CITED2, encoding a metallopeptidase and a 

transcription factor, respectively, were inversely correlated with each other (R=0.75, 

p=0.0003). Furthermore, in silico analysis identified several genes of the Wnt signaling 

pathway having expression co-regulated with CITED2. 

Conclusion: This study revealed altered function and gene expression pattern in MD-DCs 

from HLA-B27
+
 axial SpA. Co-expression study showed an inverse correlation between 

ADAMTS15 and CITED2. Moreover, the Wnt signaling pathway appeared as deregulated in 

SpA MD-DCs, a finding which may be connected to Th17-driven inflammatory responses. 
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INTRODUCTION 

Spondyloarthritis (SpA) is a chronic inflammatory rheumatic disorder, with a 

prevalence around 0.42% in Caucasian population [1]. Joint inflammation is responsible for 

pain and stiffness but long-term outcome is mainly determined by new bone formation, which 

can lead to complete ankylosis. Effective treatments such as TNF blockers can temporarily 

suppress inflammation, but none has yet proven to affect long-term disease outcome. 

Therefore, there is a need to better understand pathological mechanisms controlling both 

initiation and progression of SpA.  

Genome-wide gene expression analysis is a powerful approach to identify molecular 

mechanisms responsible for a disease. Microarray studies have already been conducted in 

SpA, most of them focusing on the ankylosing spondylitis (AS) subtype [2-7]. Each of those 

studies identified several genes differentially expressed between patients and controls but 

there was very little overlap between their results, maybe due to the variety of protocols.  

Several studies support an important role of dendritic cells (DCs) in the pathogenesis 

of SpA. Indeed, aberrant functions of DCs have been demonstrated in an HLA-B27/human 

β2-microglobulin transgenic rat model of SpA [8]. First, DCs from these rats have a decreased 

capacity to stimulate primary allogeneic or syngeneic T cell responses [9]. Furthermore, the 

proportion of conjugates formed between HLA-B27 DCs and naïve CD4
+ 

T cells is reduced. 

Moreover, mature HLA-B27 molecules expressed by DCs appear to impair the formation of 

an antigen-independent immunologic synapse with naïve CD4
+
 T cells by interfering with the 

engagement of costimulatory molecules [10]. Finally, B27 transgenic rat DCs were shown to 

favor Th17 expansion [11,12] and to alter regulatory T cells function, resulting in decreased 

IL-10 and enhanced IL-17 production [13]. 

 On this basis, we hypothesized that DCs also play an important role in human disease, 

as proposed in the HLA-B27 transgenic rat model. The aim of the current study was to 

compare functional capacity and gene expression profile of monocyte-derived DCs (MD-

DCs) in HLA-B27
+
 axial SpA patients and healthy controls. 

 

PATIENTS AND METHODS 

Patients and controls 

We studied three different groups of patients and controls: 10 patients and 5 controls for 

monocyte subsets characterization by flow cytometry, 19 patients and 24 controls for mixed 
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lymphocyte reaction and 9 patients and 10 controls for the MD-DCs transcriptomic study (6 

patients and 4 controls were investigated for both the latters). All the patients were HLA-B27
+
 

and fulfilled the Assessment of SpondyloArthritis international Society classification criteria 

for axial SpA [14]. Controls were healthy blood donors.  

 Patients and healthy controls characteristics are summarized in additional files (see 

Additional file 1: Table S1 and Additional file 2: Table S2, respectively). All participants to 

the study gave written informed consent and the study was approved by local ethics 

committee of Ile-de-France XI (Saint-Germaine-en-Laye France). 

Cell isolation, culture and stimulation 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from 50 mL of blood by gradient 

separation on Ficoll density gradient centrifugation (STEMCELL Technologies). 

 Monocytes used to generate MD-DCs were purified by magnetic cell sorting using 

anti-CD14 monoclonal antibody (mAb)-coated beads (BD IMag). Sorted monocytes were 

morphologically homogeneous with 99% of CD14
+
 cells, as determined by flow cytometry. 

 Monocytes were further cultured for 6 days in 24-well plates (400,000 cells/500 µL) in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum, 100 U/mL 

penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 500 U/mL recombinant human granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor (rhGM-CSF) and 500 U/mL rhIL-4 (AbCys S.A., France). Then, the 

MD-DCs were stimulated or not with lipopolysaccharide from E. Coli (LPS, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO) at a concentration of 100 ng/mL for the last 6 or 24 hours of culture (further 

referred to as time-points H0, H6 and H24.  

CD4
+
 T cells were purified from two unrelated healthy donor PBMCs by magnetic cell 

sorting using anti-CD4 monoclonal antibody (mAb)-coated beads (BD IMag), and stored 

frozen until being used for mixed lymphocyte reaction (MLR).  

Flow cytometry 

To characterize monocyte subsets, freshly purified PBMCs were analyzed by 6-color flow 

cytometry on a FACS LSRII apparatus. The gating strategy was based on a previous report 

[15]. Monocytes were subdivided into three major subsets: classical CD14
++

CD16
-
, 

intermediate CD14
++

CD16
+
 and non-classical CD14

+
CD16

++
 monocytes. The following anti-

human mAbs were used: CD45-Amcyan (BD Biosciences), HLA-DR-PerCP (BD 
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Biosciences), CD19-ECD (Beckman Coulter), CD14-QDot655 (Invitrogen), CD16-APC-H7 

(BD Biosciences). The Live/Dead blue Dye (Invitrogen) was used to exclude dead cells.  

 Samples of the purified monocytes used to generate MD-DCs and of the resulting 

MD-DCs were routinely stained with the following anti-human mAbs: CD14-FITC, CD11c-

APC, CD40-PE, HLA-I-FITC, HLA-DR-PerCP, CD80-PE, CD83-APC and CD86-FITC (all 

from BD Bioscience) and analyzed by flow cytometry on a FACS canto II apparatus (BD 

Biosciences). 

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) 

Purified allogeneic CD4
+ 

T cells (10
5
 cells per well) from healthy donor were cultured with 

unstimulated (H0) or LPS-stimulated (H6, H24) MD-DCs (10
4
 cells per well), in 96-well flat-

bottomed culture dishes in a final volume of 200 µL. Proliferation of T cells was assayed by 

measuring incorporation of 
3
H-deoxythymidine added (0.5 µCi per well) after 6 days of 

culture, using a Microbeta scintillation counter (Wallac, Turku, Finland). Data are expressed 

as the mean counts per minute (CPM) in triplicate wells. An MLR index (ratio of CPM of 

MLR on CPM of CD4
+
 T cells only) was used to represent CD4

+
 T cells proliferation. Two 

CD4
+ 

T cell batches stored from different healthy donors were sequentially used for MLR in 

two sets of experiments, each including equivalent numbers of patient and control MD-DC 

samples. Since there was no statistically significant difference in the results between both sets 

of experiments, we pooled them. 

Wilcoxon test was used to compare MLR indices between patients and controls at each 

stimulation time-point. 

 

Transcriptomic study 

RNA isolation 

MD-DCs were disrupted and homogenized using RLT buffer (Qiagen, Valencia, CA). Total 

RNA was isolated using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). RNA quantity and quality 

were assessed using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA). Only samples with 

an RNA integrity number (RIN) above 8 were further processed.  
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Microarray hybridization  

RNA was reverse transcribed, converted to biotinylated complementary RNA using standard 

Affymetrix protocol (Affymetrix, Santa Clara, CA) and hybridized to the Affymetrix 

GeneChip Human Gene 1.0 ST Array by the genomic platform of Cochin Institute. 

Differential gene expression validation by qRT-PCR 

For validation, the relative gene expression levels of candidate genes identified through the 

foregoing microarray study were further quantified using qRT-PCR. Briefly, RNA treated 

with DNase I (Invitrogen) was reverse transcribed using SuperscriptII (Invitrogen) and then 

quantified using the SYBR green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and the 7300 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems). Primers were purchased from Eurofins MWG 

(nucleotide sequences of the PCR primers are available in Additional file 3: Table S3). The 

experiment design included three technical replicates. 

Statistical analysis  

Raw Affymetrix data (.cel files) from 57 arrays (corresponding to H0, H6 and H24 time-

points of stimulation by LPS for 19 subjects) were transformed by Robust Multichip Analysis 

(RMA) method using Bioconductor in R software (library Affy) [16]. This transformation 

included background correction, normalization and summarization of expression values using 

Brainarray version 15 custom chip definition (cdf) files generated with the Ensembl 

annotation set [17]. Before analysis, genes were filtered on annotation and expression level 

mean with a cut-off at 6.11 (corresponding to the mean of expression level of both anti-

genomic and intronic probes of housekeeping genes). Gene expression levels were then fitted 

to a bivariate linear model including disease status and time-point after stimulation, using the 

LInear Models for Microarray data (LIMMA) package of Bioconductor in R environment to 

determine differentially expressed genes [18]. The threshold for differential gene expression 

between patients and controls was set to a global fold change of more or less than 1.5 with a 

nominal p-value less than 0.01. 

 For qRT-PCR validation, gene expression data were computed with the Cq method, 

using three housekeeping genes: RPL30, β-ACT and GAPDH. Then, 2-way analysis of 

variance (ANOVA) was used to test differential gene expression among samples from SpA 

and controls without (baseline; no treatment) and with LPS treatment for 6 and 24 hours. In 
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case of statistical significance (p<0.05), post-hoc t tests with Bonferroni correction allowed to 

perform pairwise comparisons. 

Paired genes co-expression study and molecular pathway analysis 

Pairwise correlations between gene expression levels were tested using the nonparametric 

Spearman test. We used the commercial software Genomatix Pathway System 

(http://www.genomatix.de) to identify significantly enriched pathways and functional themes, 

among the list of the best correlated genes with genes of interest. 

RESULTS 

Functional impairment of MD-DCs from SpA patients 

To verify that MD-DCs were differentiated from comparable monocyte populations between 

SpA patients and controls, we analyzed monocytes subsets in both groups. As shown in an 

additional file, the distribution of the classical, intermediate and non-classical circulating 

subsets among CD45
+ 

PBMCs was similar in patients and controls (see Additional file 4: 

Figure S4).  

The cells obtained after 7 days of differentiation in culture in patients and controls were 

uniformly CD14
-
, CD11c

+
, CD40

+
, HLA-DR

+
, CD83

dim
 and CD86

+
, consistent with a MD-

DC phenotype. Moreover, HLA-DR, CD80 and CD86 expression increased and CD83 was 

induced on MD-DCs after LPS stimulation for 24 hours (Additional file 5: Figure S5). 

In rat model of SpA, HLA-B27 transgenic DCs have a decreased capacity to stimulate 

allogeneic T cells. Thus, we tested the capacity of MD-DCs from HLA-B27
+
 SpA patients to 

prime allogeneic CD4
+
 T cells using an in vitro proliferation assay. A weaker proliferation of 

CD4
+
 T cells was observed with SpA MD-DCs as compared to controls, that was statistically 

significant before and after 6 hours of LPS exposure (p<0.05 and p<0.01, respectively; Figure 

1). 

Identification of differentially expressed genes in MD-DCs between patients and controls 

To investigate the mechanisms underlying the functional defect of MD-DCs from SpA 

patients, we then compared gene expression levels in those cells between SpA and healthy 

donors upon stimulation with LPS. 
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 After filtering on gene expression level and gene annotation, 13,021 genes (57.3% of 

the genes present in the microarray) were kept for further analysis. Expression data for MD-

DCs either left unstimulated or stimulated with LPS for 6 or 24 hours were first globally 

compared between SpA patients and healthy subjects. Unsupervised hierarchical clustering 

showed that samples were perfectly grouped according to LPS stimulation time-points 

(Additional file 6: Figure S6) but not to the disease status. Linear modeling nevertheless 

identified 81 genes differentially expressed between patients and controls at any time-point, 

with a nominal p-value <0.01 and a fold-change lesser than 0.66 or greater than 1.5 

(Additional file 7: Table S7). Of this set of genes, 61 were down-regulated and 20 were up-

regulated in patients.  

 Using the extraction of the dataset corresponding to these 81 genes, LPS stimulation 

time-points were perfectly separated by unsupervised hierarchical clustering. Furthermore, 

patients and controls were now clearly discriminated, with only four misclassifications (one at 

H0, two at H6 and one at H24) (Figure 2).  

 Four candidate genes were chosen for validation study on the basis of their p-value, 

fold-change and biological relevance: ADAMTS15, CITED2, F13A1 and SELL. For all 4 

genes, the qRT-PCR data produced with the RNA samples used for the microarray study 

confirmed the significant differences in expression and the direction of changes between SpA 

patients and controls (Table 1, Figure 3): ADAMTS15, F13A1 and SELL were significantly 

up-regulated in SpA samples whereas CITED2 was down-regulated.  

Co-regulated genes in SpA patients 

Examination of gene expression data indicated that some of them displayed similarity in their 

expression profile suggesting co-regulation. Indeed, we found a highly significant negative 

correlation between ADAMTS15 and CITED2 expression levels at H6 in both patient and 

control groups (combined data: rho = -0.75; P = 0.0003; Figure 4).  

 Considering the transcriptional coactivator function of CITED2 and its down-

regulation in SpA MD-DCs, we sought whether other genes than ADAMTS15 shared a 

similarly co-regulated expression pattern in patients MD-DCs. We tested the correlation of 

genome-wide expression matrix of patients MD-DCs with CITED2 expression in a pairwise 

fashion. A set of 222 genes was found significantly correlated with CITED2 (p<0.01). They 

were analyzed with the Genomatix web platform in order to interrogate their biological 



 

144 
 

relevance. This revealed a significant enrichment of genes belonging to the Wnt signaling 

pathway (p= 2.48x10
-4

) in the SpA group. In the controls, there was no significant correlation 

between expression levels of CITED2 and the four genes identified in the Wnt pathway (i.e. 

WNT1, WNT10B, FZD4 and ROR2) (Figure 5). This co-regulation pattern involving four 

genes of the Wnt signaling pathway was therefore specifically associated with the disease.  

 

DISCUSSION 

Starting from the hypothesis that aberrant DCs function could play a critical role in the 

development of SpA, we showed here for the first time that the capacity of MD-DCs to 

stimulate allogeneic CD4
+
 T cell response was impaired in SpA patients compared to 

controls. The genome-wide transcriptome of these MD-DCs elicited by LPS stimulation 

revealed 81 genes differentially expressed of whom 4 have been validated by RT-qPCR. 

Finally, we identified the Wnt signaling pathway as dysregulated in patients. 

Our choice to study in vitro-differentiated DCs rather than DCs purified from 

peripheral blood had the advantage to remove those cells from in vivo influences, such as non-

specific acute inflammation and drug therapy. Therefore, the differences that we observed 

between DCs from SpA and controls were more likely to be intrinsic to the DC and could be 

involved in the disease mechanism. 

First, we demonstrated that MD-DCs differentiated from similar monocyte populations 

in both groups. Then, we observed that the ability of SpA MD-DCs to stimulate allogeneic 

CD4
+
 T cell proliferation was markedly defective, as compared to controls, as previously 

shown in SpA-prone HLA-B27 transgenic rats. The molecular basis for this impaired DCs 

function has yet to be elucidated.  

To investigate this impairment, we have studied the time-dependent global 

transcriptome of MD-DCs in response to LPS stimulation. A number of microarray-based 

studies have previously been undertaken in AS, on whole blood cells [3, 5], PBMCs [6, 7] or 

macrophages [2]. But no transcriptomic analysis had been conducted on DCs. Of note, as we 

worked on a homogeneous cell population rather than on cell mixture, our results were not 

confounded by variations in the composition of the cell populations [19]. The time-

dependency of our gene profiling is also a novel aspect, rarely investigated in humans. 
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Our analysis revealed 81 genes differentially expressed in resting and/or LPS-

stimulated MD-DCs between SpA patients and controls. Of note, we did not identify a reverse 

interferon signature, such as in HLA-B27 transgenic rat splenic DCs [20] or in SpA patients 

monocyte-derived macrophages [2]. Such discrepancy could be explained by differences in 

culture conditions. Here, we used IL-4 to differentiate MD-DCs, a cytokine that opposes 

interferon and interferon-induced genes expression and this might have blunted interferon-

related differences between groups. Based on the magnitude of their variation between 

patients and controls, the level of statistical significance, and their biological relevance, we 

selected four of these genes that we validated using qRT-PCR. 

 We found an increased expression of ADAMTS15 (A Disintegrin And 

Metalloproteinase with ThromboSpondin motif) in SpA. Although ADAMTS family has not 

yet been implicated in this disorder, numerous studies have identified a role for 

metalloproteinases (MMPs) in SpA susceptibility and severity [21-23]. Noteworthy, 

ADAMTS15 was shown to be expressed in the joint with decreased expression in osteoarthritis 

[24]. Thus, ADAMTS15 could be implicated in the cartilage and/or bone turn-over that takes 

place during joint inflammation, such as in SpA. 

 CITED2 functions as a context-dependent transcriptional modulator to up- or down-

regulate the expression of specific genes [25,27]. Here, the expression of CITED2 was down-

regulated in SpA MD-DCs. We further showed an inverse correlation between CITED2 and 

ADAMTS15 expression after six hours of LPS treatment. Interestingly, similar inverse 

correlation has previously been reported between CITED2 and several MMP family members 

[28, 29]. MMPs constitute a very important group of proteolytic enzymes in joint tissues. 

Thus, it has been suggested that CITED2 exerted chondroprotective effects through MMPs 

down-regulation [30]. The down-regulation of CITED2 and the inverse correlation between 

CITED2 and ADAMTS15 expressions that we observed here suggest that DCs or other 

phagocytic mononuclear cells, such as macrophages and osteoclasts, could be implicated in 

SpA joint resorption through heightened metallopeptidases activity. 

 In silico pathway analysis conducted on CITED2 co-expressed genes highlighted a 

down-regulation of several factors belonging to the canonical (i.e. WNT1, WNT10B and 

FRZL4) and non-canonical (ROR2) Wnt signaling pathways, of potential relevance for SpA 

pathogenesis. First, factors of the canonical Wnt pathway were shown to play a crucial role 

either in bone formation or destruction in inflammatory arthritis [31, 32], such as WNT10b 
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[33, 34]. On the other hand, activation of canonical Wnt-β-catenin signaling in DCs was 

shown to concur to regulatory T cells differentiation and conversely to inhibit Th17 

differentiation [35]. Moreover, ROR2 is a signaling component of the non-canonical Wnt 

pathway acting on actin cytoskeleton to stimulate cell migration [36, 37]. Interestingly, altered 

T cell stimulation was linked to defective cytoskeleton dynamics in HLA-B27 transgenic rat 

DCs [38]. 

 F13A1 encodes the coagulation factor XIII A subunit, a transglutaminase enzyme. It 

has multiple extra- and intra-cellular functions, including a role in cartilage and bone 

development. Hence, increased factor XIII A expression has previously been associated with 

cartilage aging and degenerescence [39]. Fibrin crosslinking by factor XIII is of crucial 

importance not only for hæmostasis, but also for inflammation. For instance, factor XIII A-

subunit genotype was shown to influence C-reactive protein levels during inflammation in 

rheumatoid arthritis (RA) [40]. 

 Finally, SELL encodes the lymphocyte homing receptor L-selectin/CD62L, one of the 

major adhesion molecules, which regulates entry of neutrophils and monocytes into inflamed 

tissues and contributes to the severity of joint inflammation in experimental arthritis [41]. 

Thus, up-regulation of SELL, as shown here in DCs could well participate to joint 

inflammation in SpA. Interestingly, this gene was also found upregulated in splenic DCs from 

HLA-B27/human β2-microglobulin transgenic rat [20]. 

 

CONCLUSION 

Results of the present study reveal the defective functional capacity of DCs from SpA 

patients, as compared to controls. Furthermore, our results demonstrate significant changes in 

MD-DCs gene expression upon LPS stimulation that may be inherent to SpA patients. Some 

of them (i.e. decreased Wnt signaling) could account for the altered DCs function that 

provided a rationale for the present study. Others (i.e. up-regulation of ADAMTS15, F13A1 

and SELL) would concur to reinforce tissue inflammation and/or damage. Finally, the co-

expression of CITED2 co-transcriptional factor with several of the foregoing genes (i.e. Wnt 

signaling pathway and ADAMTS15) supports the hypothesis that a coordinate deregulation 

taking place in DCs may play an important role in SpA pathogenesis.  
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TABLES 

 

Table 1. qRT-PCR expression analysis of four selected genes in MD-DCs from SpA 

patients, as compared to controls. P-value is reported considering the global effect, the 

effect of the disease status only or the effect of the disease status adjusted for time. 

 Microarray qRT-PCR 

 P-value 

 

P-value Fold-change 

Gene Disease Disease/time H0 H6 H24 

ADAMTS15 0.0003 0.0005 0.04 2.2 5.63 2.2 

CITED2 0.0007 0.21 0.031 0.94 0.51 0.99 

F13A1 0.00006 0.019 0.001 1.32 1.25 5.05 

SELL 0.006 0.012 0.8 3.57 3.47 2.97 
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FIGURES 

 

Figure 1. Impaired allogeneic T cell stimulatory capacity of MD-DCs from SpA patients. 

MD-DCs from SpA patients and healthy controls that were left unstimulated (H0), or were stimulated 

with LPS for 6h or 24h (H6 and H24, respectively) were tested for their capacity to stimulate in vitro 

allogeneic CD4
+
 T cells. Results are expressed as 

3
H-deoxythymidine incorporation after 6 days of 

mixed lymphocyte reaction, in CPM ratio. Bars represent the mean proliferation index and standard 

error of the mean induced by MD-DCs from 19 SpA patients and 24 healthy controls. Wilcoxon tests 

showed significant differences at H0 (* p <0.05) and H6 (** p<0.01).  
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Figure 2. Unsupervised hierarchical clustering of 57 samples based on microarray 

expression levels of the 81 differentially expressed genes between SpA patients and 

controls. Each time-point is color-coded (H0: blue, H6: red, H24: green). Samples are clustered on 

the horizontal axis (top row: SpA patients, bottom row: healthy controls), with the length on the 

vertical axis representing the degree of correlation between samples. 
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Figure 3. Scatter plots showing qRT-PCR expression levels in SpA and controls of the 4 

selected genes: ADAMTS15 (A), CITED2 (B), F13A1 (C) and SELL (D). The x axis of the 

plots represents the three LPS-stimulation time-points (H0, H6 and H24) and the y axis shows the log2 

of gene expression level normalized with housekeeping genes (∆∆Ct). *P < 0.05, ***P < 0.0005, SpA 

versus controls. 
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Figure 4. Correlation of qRT-PCR expression levels between CITED2 and ADAMTS15. 

Expression is shown for H6 time-point in mixed SpA (open circles) and control (black shapes) 

samples. P-value (P) and nonparametric Spearman correlation coefficient value (rho) are shown. 

 

 

 

Figure 5. Coexpression of the Wnt signaling pathway with CITED2 in SpA. Graphical 

view of the Wnt pathway identified by studying genes coexpressed at H6 with CITED2 in the whole 

microarray dataset in patients (A) and in controls (B). Numbers and color code (scale on the right side) 

indicate nonparametric Spearman correlation coefficient of the network’s gene with CITED2 
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ADDITIONAL FILES 

Additional file 1: Table S1. Characteristics of the study patients.* 

Feature Flow cytometry  

 (n = 10) 

Proliferation  

assay 

 (n = 19)*** 

Transcriptomic  

study 

 (n = 9)*** 

Male gender, n (%) 3 (30) 12 (63) 5 (67) 

Age, mean (SD), yrs 43.9 (10.2) 46.4 (9.9) 48.1 (7.9) 

HLA-B27, n (%) 10 (100) 18 (94.7) 9 (100) 

Disease duration, mean (SD), yrs 23.0 (9.2) 23.2 (10.2) 15.1 (5.2) 

BASDAI, mean (SD) 2.9 (1.8) 3.4 (2.2) 3.9 (2.0) 

CRP, mean (SD), mg/L ND 10.6 (14.7)
****

 7.1 (8.5) 

Axial manifestations    

-          Inflammatory back pain, n (%) 10 (100) 12 (100) 9 (100) 

-          Radiographic sacroiliitis**, n (%) 7 (70) 11 (95) 8 (89) 

Peripheral manifestations    

-          Peripheral arthritis, n (%) 3 (30) 6 (32) 2 (22) 

-          Enthesitis, n (%) 4 (40) 11 (58) 6 (67) 

Extra-articular manifestations    

     Uveitis, n (%) 0 (0) 5 (26) 3 (33) 

         Psoriasis, n (%) 2 (20) 4 (21) 3 (33) 

     Inflammatory bowel disease, n (%) 0 (0) 2 (10) 0 (0) 

Current treatment    

-          NSAID, n (%) 3 (30) 14 (74) 5 (56) 

-          Anti-TNF therapy, n (%) 3 (30) 3 (16) 2 (22) 

-          None, n (%) 4 (40) 4 (21) 2 (22) 

SpA = spondyloarthritis; BASDAI = Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; NSAID = 

non-steroidal anti-inflammatory drug; TNF = tumor necrosis factor. SD = standard deviation; ND = 

not done.  

* The registered manifestations correspond to those present at the time of examination, or retrieved 

from past-medical history.  

** Refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral. 

*** 6 patients are common to both studies. 

**** Data available for 9 patients. 
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Additional file 2: Table S2. Characteristics of the study healthy controls 

 

 

Additional file 3: Table S3. Nucleotide sequence of the PCR primers 

Gene name Forward primer Reverse primer 

Candidate genes     

ADAMTS15 GACTCTTCACCAAGCCCATGC AGCCAGGTAGTTGTCATCCCC 

CITED2 TGGTGATAGAAATGGGTTTGG GTTTCGATCGAGTCAACAGC 

F13A1 GTGAAGATGATGCTGTGTATCTG ATGCCATCTTCAAACTGACC 

SELL CAGTCTACCTGCAGCACAGC TGGGTGCTCTGACATTTC 

Housekeeping genes     

ACTB GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 

GAPDH CCTCAACGACCACTTTGTCA GAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT 

RPL30 CCTAAGGCAGGAAGATGGTG AATGACCAATTTCGCTTTGC 
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Additional file 4: Figure S4. Comparison of monocyte subsets distribution among 

PBMCs between SpA patients and healthy controls (Ctrl) by 6-color flow cytometry. 

Distribution of monocyte subsets among CD45
+
 PBMC was studied in 5 healthy donors (clear 

boxes) and 10 HLA-B27
+
 SpA patients (grey boxes). Results are represented as boxes, bars 

indicate medians. The mean age of healthy donors was 42 years at the time of the study and 

40% of them were men. Characteristics of the patients are shown in Supplementary table 1. 
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Additional file 5: Figure S5. Phenotypic characterization of purified monocytes and MD-

DCs by flow cytometry.  

Results of one healthy donor representative of study subjects are shown. Monocytes (D0) were CD14
+
, 

CD11c
+
, CD40

-
, HLA-I

+
, HLA-DR

+
, CD80

-
, CD83

-
 and CD86

-
. MD-DCs (D7) were CD14

-
, CD11c

+
, 

CD40
+
, HLA-I

+
, HLA-DR

+
, CD80

-
, CD83

dim
, and CD86

+
. HLA-DR, CD83 and CD86 expression 

increased, and CD80 was induced on MD-DCs after LPS stimulation for 24 h (H24). Clear plot 

representing control isotype and grey plot tested antibody. 
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Additional file 6: Figure S6. Unsupervised hierarchical clustering of 57 samples based on 

whole-genome gene expression levels.  

Each time point is represented by a color (H0: blue, H6: red, H24: green). Samples are clustered on the 

horizontal axis (top row: SpA patients, bottom row: healthy controls). 
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Additional file 7: Figure S7. List of the genes differentially expressed in MD-DCs between 

SpA and controls, ranked by fold-change.* 

* The criteria for the inclusion of genes in this table are described in Patients and Methods. 

Global values are limma values. The 4 genes selected for qRT-PCR validation appear bolded. 

Gene name Ensembl ID P-Value  Global Fold change 

Up-regulated genes 

TRBC2 ENSG00000211772 9.67E-03 2.96 

SELL ENSG00000188404 6.06E-03 2.96 

F13A1 ENSG00000124491 6.12E-05 2.63 

ADAMTS15 ENSG00000166106 3.02E-04 2.38 

RND3 ENSG00000115963 8.84E-03 2.36 

SIGLEC15 ENSG00000197046 7.98E-04 2.12 

HSPA1A ENSG00000204389 6.03E-03 2.01 

TBCK ENSG00000145348 1.05E-03 1.99 

BACE2 ENSG00000182240 8.46E-03 1.85 

FBXL4 ENSG00000112234 5.74E-03 1.85 

PIAS2 ENSG00000078043 5.35E-03 1.82 

KIAA0907 ENSG00000132680 2.26E-03 1.78 

SEMA3C ENSG00000075223 7.04E-03 1.74 

HSPH1 ENSG00000120694 5.82E-03 1.74 

EDEM3 ENSG00000116406 5.89E-03 1.71 

USP40 ENSG00000085982 8.55E-03 1.65 

P4HA1 ENSG00000122884 6.44E-03 1.64 

DNAJA4 ENSG00000140403 1.92E-03 1.63 

FBXO18 ENSG00000134452 2.96E-03 1.54 

PTPLA ENSG00000165996 5.83E-03 1.52 

Down-regulated genes 

NDP ENSG00000124479 3.21E-03 0.13 

OLR1 ENSG00000173391 3.36E-03 0.14 

FAIM2 ENSG00000135472 6.58E-04 0.14 

ZNF804A ENSG00000170396 8.11E-03 0.23 

PLP2 ENSG00000102007 3.42E-03 0.29 

CSF3R ENSG00000119535 5.64E-04 0.32 

EIF4H ENSG00000106682 1.11E-04 0.34 

BCKDHA ENSG00000248098 2.30E-03 0.35 

SGMS2 ENSG00000164023 4.13E-05 0.36 

GTSF1 ENSG00000170627 6.81E-03 0.36 

CITED2 ENSG00000164442 7.29E-04 0.40 

COX7B ENSG00000131174 5.87E-03 0.40 

LRRC4 ENSG00000128594 8.03E-05 0.42 

MNDA ENSG00000163563 3.75E-03 0.44 

ANKRD36BP1 ENSG00000214262 8.41E-03 0.44 

HAUS1 ENSG00000152240 9.11E-04 0.44 
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TSPYL5 ENSG00000180543 4.77E-04 0.45 

RPL26 ENSG00000161970 3.94E-03 0.46 

PIGB ENSG00000069943 1.58E-03 0.47 

RPS15AP1 ENSG00000214535 4.65E-03 0.48 

CKAP2 ENSG00000136108 6.45E-03 0.50 

ALG10B ENSG00000175548 4.90E-03 0.51 

RBBP9 ENSG00000089050 2.01E-03 0.51 

PARVG ENSG00000138964 9.96E-03 0.52 

P2RX1 ENSG00000108405 8.45E-06 0.52 

RPL10A ENSG00000198755 7.17E-03 0.53 

SPATA20 ENSG00000006282 7.41E-03 0.53 

GPR180 ENSG00000152749 9.34E-03 0.54 

TTC39C ENSG00000168234 2.79E-04 0.54 

RPS4X ENSG00000198034 6.85E-03 0.54 

ENY2 ENSG00000120533 5.10E-03 0.54 

ANAPC15 ENSG00000110200 1.39E-03 0.55 

FHL3 ENSG00000183386 7.01E-03 0.55 

WDR25 ENSG00000176473 4.45E-05 0.56 

FAU ENSG00000149806 6.03E-04 0.56 

TRIM24 ENSG00000122779 1.29E-03 0.57 

RFC3 ENSG00000133119 1.03E-03 0.57 

TMEM205 ENSG00000105518 4.43E-04 0.57 

ITPRIP ENSG00000148841 7.55E-03 0.58 

PORCN ENSG00000102312 8.47E-03 0.58 

BLOC1S1 ENSG00000135441 3.99E-03 0.58 

CRTAP ENSG00000170275 4.34E-03 0.59 

ELMO1 ENSG00000155849 6.58E-03 0.59 

NUDT3 ENSG00000112664 4.60E-06 0.60 

USP30 ENSG00000135093 3.20E-03 0.60 

COX20 ENSG00000203667 4.08E-03 0.61 

CTBP1-AS1 ENSG00000196810 5.98E-03 0.61 

TNFSF13B ENSG00000102524 3.15E-04 0.61 

IFT52 ENSG00000101052 3.79E-03 0.61 

RPS15 ENSG00000115268 4.69E-03 0.62 

ACADM ENSG00000117054 9.23E-03 0.62 

TFAM ENSG00000108064 6.40E-04 0.63 

MBIP ENSG00000151332 8.04E-04 0.63 

POU5F1B ENSG00000212993 1.55E-04 0.63 

MUT ENSG00000146085 2.72E-03 0.63 

SLU7 ENSG00000164609 1.50E-04 0.63 

BAK1P1 ENSG00000175730 4.24E-03 0.64 

ZFP36L2 ENSG00000152518 9.55E-03 0.65 

SAP130 ENSG00000136715 1.15E-04 0.65 

POLR1D ENSG00000186184 2.24E-04 0.65 

FAM204A ENSG00000165669 7.35E-05 0.66 
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*Les deux premiers auteurs ont contribué de manière équivalente à ce travail. 

 

Article soumis à « Arthritis & Rheumatology » en septembre 2014. 

  

L’expression du gène ERAP1 est influencée par les polymorphismes non 

synonymes associés à la prédisposition à la spondyloarthrite 

 

Ce travail s’est inscrit dans la suite de l’étude du transcriptome des MD-DCs décrite dans 

l’Article 4415. En effet, le gène ERAP1 figurait parmi les gènes différentiellement exprimés entre 

patients et témoins. Sans atteindre le seuil de significativité statistiques fixé dans cette étude (p < 

0,01), on observait une augmentation de son taux d’expression chez les patients par rapport aux 

témoins principalement après 6 heures de stimulation par le LPS (p = 0,03).  

Le gène ERAP1 code pour une aminopeptidase du réticulum endoplasmique dont la fonction 

principale d’apprêtement des peptides avant leur présentation par les molécules du CMH de classe I 

peut aisément être reliée à la SpA. Plusieurs polymorphismes d’ERAP1 ont été associés au risque de 

SA puis à celui de SpA dans son ensemble. Toutefois, compte-tenu du DL génétique important qui 

existe dans la région entourant ERAP1, le polymorphisme causal n’a pu être formellement identifié. 

Le SNP rs30187 semble être le principal responsable du signal d’association avec un signal secondaire 

porté par les SNPs rs10050860 et rs17482078269. La combinaison de ces trois SNPs 

(rs17482078/rs10050860/rs30187) détermine la formation de trois haplotypes majoritaires 
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conférant différents niveaux de susceptibilité à la SpA : un haplotype à risque (CCT), un haplotype 

neutre (CCC) et un haplotype protecteur (TTC)383. 

Les études fonctionnelles portant sur ces polymorphismes ont montré que l’allèle de 

susceptibilité de rs30187 était associée à une augmentation de l’activité enzymatique d’ERAP1, tout 

comme l’haplotype à risque CCT269,357,359,360. Au vu des résultats d’expression obtenus lors de notre 

étude du transcriptome des MD-DCs, nous avons recherché s’il existait une association entre les 

polymorphismes d’ERAP1 associés à la SpA et le niveau d’expression du gène.  

Nous avons tout d’abord montré que dans la cohorte étudiée dans l’Article 4 (constituée de 

neuf patients ; dix témoins), l’expression d’ERAP1 dans les MD-DCs laissées au repos ou stimulées par 

du LPS était fortement associée au génotype de rs30187, avec une expression augmentée chez les 

porteurs de l’allèle de susceptibilité T. Un score a été attribué à chaque sujet testé en fonction du 

niveau de suceptibilité à la SpA des haplotypes qu’il possédait. Il existait une forte association entre 

ce score de risque haplotypique et le niveau d’expression d’ERAP1. Cette association a été confirmée 

dans une deuxième cohorte incluant 14 patients et 34 témoins (13 individus HLA-B27+ appartenant à 

la fratrie des malades et 21 témoins indépendants dont dix étaient HLA-B27+). L’ensemble des 

associations mises en évidence était indépendante de la maladie ou de la présence du HLA-B27. Nous 

nous sommes ensuite intéressés aux individus apparentés de la cohorte de réplication (13 couples de 

germains, tous HLA-B27+, l’un malade, l’autre non malade). Au sein des couples partageant le même 

haplotype d’ERAP1, on observait une forte corrélation de l’expression d’ERAP1, alors qu’il n’existait 

aucune corrélation dans les fratries haplo-discordantes.  

Afin de chercher à évaluer les conséquences d’une augmentation de l’expression de l’ARN 

messager d’ERAP1, nous avons ensuite étudié l’expression protéique d’ERAP1 en fonction des 

haplotypes portés par les individus. Pour ce faire, des lignées lymphoblastoïdes B provenant de 

patients homozygotes pour chacun des haplotypes d’ERAP1 précédemment décrits ont été obtenues 

par immortalisation par le virus EBV. L’expression protéique d’ERAP1 dans ces lignées, évaluées par 

Western blot, était corrélée au score de risque haplotypique et au niveau d’expression du transcrit. 

En ce qui concerne l’activité enzymatique, on notait une différence entre la lignée porteuse de 

l’haplotype protecteur et les autres lignées, sans que cette tendance ne soit statistiquement 

significative. Une tendance similaire a été observée dans les MD-DCs provenant d’un sous-groupe 

des patients précédemment inclus dans l’étude transcriptomique et qui ont été prélevés à nouveau 

pour cette raison. 

L’ensemble de ces résultats permet de conclure que les polymorphismes d’ERAP1 associés à 

la SpA influencent le niveau d’expression du gène. La modulation du niveau d’expression génique 
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d’ERAP1 semble également avoir des conséquences sur son expression protéique et sur son niveau 

d’activité enzymatique. Il reste néanmoins à déterminer les conséquences d’une augmentation de 

l’activité enzymatique d’ERAP1 sur la susceptibilité à la SpA.  
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ABSTRACT 

Objective: Several polymorphisms in ERAP1 are strongly associated with susceptibility to 

spondyloarthritis (SpA). The combination of rs17482078, rs10050860 and rs30187 

determines three major haplotypes with different levels of association with SpA (“protective” 

T/T/C; “neutral” C/C/C and “susceptibility” C/C/T). The aim of the present work was to 

determine whether such haplotypes might affect ERAP1 mRNA expression, protein level 

and/or enzymatic activity in antigen-presenting cells, a type of cell potentially relevant to 

disease pathogenesis.  

Methods: Monocyte-derived dendritic cells (MD-DCs) were generated in two cohorts 

comprising a total of 23 SpA patients and 44 healthy controls. B lymphoblastoid cell lines (B-

LCLs) were established from individuals homozygous for risk, neutral or protective ERAP1 

haplotype respectively. In those samples, we investigated the relation between ERAP1 

haplotypes and mRNA expression level. We also measured the relative protein expression of 

ERAP1 by Western blot and its enzymatic activity using a fluorogenic assay. 

Results: In MD-DCs, there was a strong association between ERAP1 haplotypes and ERAP1 

mRNA expression level, with higher levels in subjects harboring the susceptibility haplotype 

in both cohorts (p = 0.001 and 5.6x10
-7

, respectively). In B-LCLs, we observed a significant 

correlation between haplotype risk score and ERAP1 transcript or protein level (p = 0.003, rho 

= 0.92 for both). Enzymatic activity followed a similar trend both in MD-DCs and in B-LCLs. 

Conclusions: Those data provide strong evidence that SpA-associated ERAP1 

polymorphisms affect the level of gene expression in antigen-presenting cells. How an 

increased production/activity of ERAP1 may influence susceptibility to SpA remains to be 

determined.  
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INTRODUCTION 

Spondyloarthritis (SpA) is a frequent form of chronic inflammatory arthritis with an 

estimated life-time risk around 0.43% in adult Caucasian population (1). It comprises several 

closely related disorders which share clinical and imaging features as well as genetic 

predisposition (2,3). Familial aggregation and heritability of SpA are high and involve 

multiple genetic factors among which HLA-B27 allele plays a prominent role (4). 

The first genome-wide association study performed in ankylosing spondylitis (AS), 

the prototypical form of SpA, revealed significant associations of several non-synonymous 

single-nucleotide polymorphisms (SNPs) situated in the endoplasmic reticulum (ER) 

aminopeptidase 1 gene (ERAP1) with the disease (5). Such associations were subsequently 

confirmed in independent Caucasian and Asian cohorts of AS (6-8) as well as with the whole 

group of SpA, beyond AS (9,10). Interestingly, the association between ERAP1 

polymorphisms and SpA seems to be restricted to HLA-B27 positive disease (10-12). More 

recently, new associations have been described between AS and three other aminopeptidases 

(ERAP2, LNPEPP and NPEPPS) (12).  

The ERAP1 gene located on chromosome 5q15 encodes an aminopeptidase expressed 

in the ER. Its main documented function is to trim peptides to the optimal length for binding 

to major histocompatibility class I (MHC-I) molecules (13,14). It has also been involved in 

the shedding of cell surface pro-inflammatory cytokine receptors (TNF-R1, IL6-R, IL1-R2) 

(15-17). However such sheddase activity remains debated, since erap1 knock-out mice exhibit 

levels of soluble TNF-R and IL6-R similar to wild-type animals (11). Moreover AS-

associated ERAP1 polymorphisms do not seem to influence the serum levels of soluble 

cytokine receptors among patients with AS (18). These results together with a restriction of 

the association of ERAP1 to HLA-B27-positive disease suggest that the pathological effects 

of ERAP1 in AS could be related to its trimming peptides function in the ER with potential 

consequences on antigen presentation by MHC-I molecules.  

Due to an extensive linkage disequilibrium (LD) existing within and surrounding the 

ERAP1 gene locus, it appears difficult to identify with certainty causal polymorphism(s) (19). 

A two-mutations model has been proposed by Evans et al. with a primary effect due to 

rs30187 and a secondary effect due to either rs10050860 or rs17482078 (11). This model is 

fully consistent with studies showing a strongly significant association of a haplotype 

combining those 3 polymorphisms, with AS in Canada and in Portugal and with SpA in 
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France and Belgium (6,9,20). However functional consequences of bearing this haplotype and 

their relevance for SpA susceptibility remain to be elucidated.  

  Several studies using recombinant ERAP1 mutants and synthetic peptides showed a 

decreased enzymatic activity of ERAP1 in the presence of AS-protective alleles of rs30187 

and rs17482078 (11,21-25). It has been suggested that the reduced activity observed with 

rs30187 protective allele (K528R) was linked to modifications of ERAP1 structure (21,26). 

Another hypothesis is that ERAP1 polymorphisms could affect gene expression level (19). In 

the present study, we investigated an influence of the ERAP1 genetic makeup on its 

quantitative expression, at both messenger and protein level, also including enzymatic 

activity, in the monocyte-derived dendritic cell (MD-DC), an antigen-presenting cell relevant 

to study ERAP1 function and potentially involved in SpA pathogenesis (27-32). We also 

accounted for the marked LD. We uncovered a tight relationship between ERAP1 quantitative 

expression and the ERAP1 locus-associated genetic risk. 

 

PATIENTS & METHODS 

Patients and controls recruitment 

All participants of the study gave written informed consent and the study has been approved 

by the local ethical committee of Ile de France XI, Poissy-Saint-Germain Hospital (Saint-

Germain-en-Laye, France). All the patients satisfied the Assessment of SpondyloArthritis 

international Society classification for SpA (33,34). Detailed clinical characteristics of the 

enrolled patients are provided in Table 1. 

 The control populations consisted of sex- and age-matched independent healthy 

donors (“discovery” and “replication” cohorts) and unaffected siblings of patients 

(“replication” cohort). 

Cells isolation and culture 

Peripheral blood monocytes isolation 

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from 50 mL of freshly drawn blood by 

gradient separation on Ficoll density gradient centrifugation (Stemcell Technologies, 

Vancouver, Canada). Monocytes were obtained by magnetic cell sorting using anti-CD14 

monoclonal antibody (mAb) coated beads (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Sorted 
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monocytes were morphologically homogeneous with 99% of CD14
+
 cells, as determined by 

flow cytometry (32).  

MD-DCs generation and stimulation 

To obtain MD-DCs, monocytes were further cultured for 6 days in RPMI 1640 medium 

supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin, 500 U/mL recombinant human granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor (rhGM-CSF) and 500 U/mL rhIL-4 (AbCys S.A., France).  

Then, the MD-DCs were stimulated or not with lipopolysaccharide (LPS) from E. Coli 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a concentration of 100 ng/mL for the last 6 or 24 

hours of culture (further referred to as time-points H0, H6 and H24). 

Lymphoblastoïd B cell lines (B-LCLs) generation 

B-LCLs were established from EBV-transformed lymphocytes according to standard 

protocol, and grown at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat inactivated 

fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin.  

Genotyping of rs30187, rs17482078 and rs10050860 

Genotypes of rs30187, rs17482078 and rs10050860 were determined through sequencing. 

Briefly, three amplicons (one for each SNP) were amplified from 200 ng of genomic DNA. 

Approximately 10 to 30 ng of the purified products were sequenced on ABI3730xl capillary 

sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and the resulting sequences were 

analyzed using SeqScape software version 2.5 (Applied Biosystems). 

LD assessment 

Genotype data were obtained through Immunochip custom array (Illumina, San Diego, 

California, USA), as part of the International Genetics of AS Consortium (IGAS) study (12). 

We used a subset of 126 SNPs selected on the following criteria: located from 95.999 to 

96.387 Mb (GRCh37) of the chromosome 5p-telomere (spanning CAST, ERAP1, ERAP2 and 

LNPEP genes region); minor allelic frequency > 0.2 and pairwise r² > 0.8. LD for 

reconstructed haplotypes was determined using the Haploview program V4.2 (35). 
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ERAP1 mRNA expression  

Total RNA was isolated with RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions. ERAP1 mRNA expression level was then evaluated with micro-

array hybridization. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was also 

performed in the “discovery” cohort of MD-DCs samples for technical validation.  

Gene expression micro-array 

For micro-array hybridization, RNA was reverse transcribed, converted to biotinylated 

complementary RNA using standard Affymetrix protocol and hybridized to the Affymetrix 

GeneChip Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Raw data were 

then transformed by Robust Multichip Analysis (RMA) (36). 

qRT-PCR 

For qRT-PCR, RNA was reverse-transcribed using Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). A 147 bp region common to all the known protein-coding ERAP1 transcripts was 

amplified with the following primers (Forward (F): TTTGAACTTGGCTCATCTTCC; 

Reverse (R): AATTGTCTGTTGGACACAACG) and then quantified using the SYBR green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems) and the 7300 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Gene expression data were computed with the Cq method, using three 

housekeeping genes: RPL30 (F: CCTAAGGCAGGAAGATGGTG; R: 

AATGACCAATTTCGCTTTGC), β-ACT (F: GGACTTCGAGCAAGAGATGG; R: 

AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG) and GAPDH (F: CCTCAACGACCACTTTGTCA; R: 

GAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT). 

ERAP1 protein expression (Western-blot) 

Cells were lysed on ice in lysis buffer. Cell lysates were centrifuged at 12,000 rpm for 15 min. 

28 µg of protein, as determined by Pierce BCA protein assay kit (Thermoscientific, Waltham, 

MA, USA), was suspended in reducing Laemmli Buffer 2X and heated at 95°C for 5 min. 

Proteins were separated on a 7.5% SDS polyacrylamide gel (Biorad, Hercules, CA, USA) and 

transferred to polyvinylidene difluoride membrane. Blocking was for 1 h at room temperature 

(RT) with PBS 1X, 0.01% Tween 20, containing 5% dry milk, followed by incubation with an 

anti-ERAP1 mAb (Abcam, Cambridge, MA, USA) diluted at 1:2,000 for 2 h at RT and with 

HRP-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit IgG, Dako, Ft. Collins, CO, USA) 

diluted at 1:10,000 for 1 h at RT. Immunostaining of the blot with an anti-beta-actin mAb 
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(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) served as loading control. Labeled proteins 

were detected using enhanced chemiluminescence reagent (Amersham Biosciences, UK) and 

the signal read with the Fusion FX7 system (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France). Band 

intensities were quantified by densitometry analysis using ImageJ software (NIH, Bethesda, 

MD, USA). 

ERAP1 enzymatic assay 

ERAP1 immunoprecipitation  

Cell pellets (25 × 10
6
 cells for B-LCLs or 2 × 10

6
 cells for MD-DCs) were lysed in 125 l or 

50 l of lysis buffer, respectively and left on ice for 30 min. The lysate (supernatant) was 

recovered by centrifugation at 14,000 rpm for 10 min at 4°C. Before immunoprecipitation, the 

total protein content was quantified via Bradford assay. The lysate was then precleared by 

incubation with Glycine sepharose beads for 1 h before incubation for at least 2 h with ERAP-

specific mAb 4D2-coupled conjugated to sepharose beads. The beads were then washed 3 

times in buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) and resuspended in 500 l buffer before 

being used in activity assay. 

ERAP1 enzymatic activity measurement  

The fluorogenic substrate L-AMC (50 l of 100 M in 50mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl) 

was incubated with 50 l of immunoprecipitated ERAP1 at 25 °C and the fluorescence signal 

was measured for 15 min on a Mithras LB 940 plate reader (Berthold Technologies, Thoiry, 

France) with excitation set at 355 nm and emission at 460 nm. The hydrolysis rate of the 

substrate was calculated via the resulting time slope. The error bars represent the standard 

deviation of 3 measurements. 

MHC- I and HLA-B27 surface expression 

For assessment of MHC-I and HLA-B27 cell surface expression, MD-DCs were incubated for 

20 min with FITC-labelled anti-HLA-I or anti-HLA-B27 IgG mAbs, (BD Biosciences), at 

4°C. Then, cells were washed with PBS 1X and fixed with 2% formaldehyde. The analyses 

were performed by flow cytometry on a FACS canto II apparatus (BD Biosciences). 

Statistical analysis 

Association between haplotype score and SpA susceptibility was tested using logistic 

regression analysis. Multivariate analysis of variance (MANOVA) was used to test an 
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association between ERAP1 gene expression in MD-DCs samples and ERAP1 

genotypes/haplotypes, disease status and HLA-B27 positivity at all stimulation time-points. In 

case of statistical significance (p<0.05), post-hoc one-way analysis of variance (ANOVA) 

was performed at each stimulation time-point. Correlation between ERAP1 expression levels 

in sibling-pairs was tested using a linear model with mixed effects followed by a likelihood 

ratio test comparing the full model and the null model to assess the significance of the 

correlation. A non parametric Spearman test was used to test correlation between haplotype 

risk score and ERAP1 transcript or protein levels in B-LCLs. 

 

RESULTS 

Association between rs30187 genotype and ERAP1 gene expression 

The primary association signal of ERAP1 with AS susceptibility is assumed to be borne by 

rs30187 (11). Thus, we first studied the influence of this SNP on ERAP1 gene expression in 

two independent case-control cohorts. The discovery cohort included 9 HLA-B27 positive 

patients with axial SpA (of whom 8 had AS) and 10 unrelated healthy donor controls (32). 

The replication cohort consisted of 14 HLA-B27
+
 SpA patients (including 9 with AS) and 34 

healthy controls (13 HLA-B27
+
 siblings of patients and 21 additional independent controls 

(10 HLA-B27
+
 and 11 HLA-B27

-
). 

In the discovery cohort, rs30187 genotypes were significantly associated with ERAP1 

expression in MD-DCs, at each stimulation time-point, as determined by micro-arrays with an 

additive effect (combined p = 9.0x10
-4

). Indeed, expression levels increased with the number 

of AS-susceptibility T alleles (Figure 1A). This result was confirmed by qRT-PCR on the 

same samples (combined p = 2.0x10
-4

; Figure 1C) and further replicated in the replication 

cohort (Figure 1B) in which it was observed in both circulating monocytes (p = 0.001) and 

MD-DCs (combined p = 7.4x10
-10

). Such association was independent of disease or HLA-B27 

status (data not shown).  

No such association between rs30187 genotypes and either ERAP2 or LNPEP 

expression levels was observed in the discovery cohort (p = 0.54 and p = 0.24, respectively). 

Moreover, we did not find any association between the two other SpA-associated ERAP1 

polymorphisms studied, i.e. rs17482078 nor rs10050860 and ERAP1 transcript levels (p  

= 0.28 for both SNPs which were in perfect LD with each other). 
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Extended LD around the ERAP1 locus 

The major protective non-ancestral allele of rs30187 results in the substitution of a lysine for 

an arginine (K528R). As regulatory variants are rarely located in coding regions, rs30187 may 

be in LD with one or several other variants located in regulatory elements. To assess the 

extent of the LD, we used genotype datafrom a French collection of 354 AS patients and 346 

healthy controls included in the IGAS Immunochip study (12). We extracted a set of 126 tag-

SNPs covering the region surrounding ERAP1, from CAST to LNPEP genes. A high LD was 

observed throughout this region with two major blocks, one including ERAP1 and the other 

including ERAP2 and LNPEP (Figure 2A). Consequently, numerous variants could be 

responsible for ERAP1 gene expression variation. 

ERAP1 genetic studies have suggested that there is a secondary association signal with 

AS, due either to rs10050860 or to rs17482078. Combination of these 3 SNPs resulted in 3 

major rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes: T/T/C (20.1%), C/C/C (40.1%) and 

C/C/T (39.0%) (Figure 2B).  Thus studying rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes 

rather than rs30187 alone could improve the detection of gene expression variation depending 

on genetic sequence. 

Association between rs17482078/rs10050860/rs30187 haplogenotypes and ERAP1 gene 

expression 

We have previously reported that rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes were not 

equally distributed between SpA patients and controls: the C/C/T haplotype was more 

frequent in patients, T/T/C was overrepresented in controls, whereas C/C/C was evenly 

distributed (9). Accordingly, we attributed a score to each haplotype corresponding to its level 

of association with SpA (“protective” T/T/C = -1; “neutral” C/C/C = 0 and “susceptibility” 

C/C/T = 1). We thus determined a score for each of the 700 French subjects included in the 

IGAS Immunochip study (12), corresponding to the sum of its 2 haplotypes scores. There was 

indeed a significant association of such score with SpA susceptibility, allowing us to consider 

it as “risk” score (Supplementary table 1; p = 0.002; odds ratio = 1.27; 95% confidence 

interval: 1.1 to 1.48). 

In both cohorts, we observed a highly significant positive correlation between the 

haplotype risk score and ERAP1 expression level (Figure 3A,B). This result was consistently 

observed in MD-DCs either stimulated or not (combined p = 0.001 and 5.6x10
-7

 in the 



 

176 
 

discovery and replication cohorts, respectively) and in monocytes (p = 9.9x10
-6

; Figure 3B) 

and without any detectable influence of disease or HLA-B27 status. 

Transcript abundances are known to be largely heritable (37). In the 13 sibling-pairs 

included in the replication cohort, we observed a significant correlation of ERAP1 expression 

between siblings (p = 1.2x10
-4

). Interestingly, in the 6 sibling-pairs haploidentical for 

rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes, such correlation was dramatically high (p = 

4x10
-7

; r² = 0.84; Figure 4A) whereas it was of borderline significance in the 7 sibling-pairs 

carrying a divergent haplotypes (p = 0.05; r² = 0.11; Figure 4B). 

Association between ERAP1 rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotype, mRNA level, 

protein level and enzymatic activity in EBV-cell lines 

To further investigate the functional role of ERAP1 haplotypes at the transcription and 

protein levels, we studied 7 HLA-B27+ patients homozygous for either one of each 

haplotype: 3 carrying the C/C/T susceptibility haplotype, 3 carrying the C/C/C neutral one 

and 2 carrying the T/T/C protective one. B-LCLs from those patients were immortalized with 

EBV. One additional HLA-B27+ healthy control homozygous for the T/T/C haplotype was 

included in the enzymatic activity assay.  

In those cell lines, we observed a significant correlation between 

rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotype risk score and ERAP1 transcript levels (p = 0.003, 

rho = 0.92; Figure 5A), as in the foregoing studies on monocytes and MD-DCs. A similar 

correlation was also observed between haplotype risk score and ERAP1 protein level (p = 

0.003; rho = 0.92; Figure 5C). Although, there was no significant correlation between 

haplotype risk score and ERAP1 enzymatic activity, the low risk haplotype cell lines had a 

lower activity than other B-LCLs (Figure 5E). We observed a similar trend in unstimulated 

MD-DCs samples generated from 8 patients belonging to the discovery and replication 

cohorts, which were bled again for this purpose (Figure 5B,D,F). 

Consequences of ERAP1 expression on MHC-I surface expression.  

To investigate putative consequences of ERAP1 expression changes on antigen-presentation, 

we measured MHC-I and HLA-B27 expression at the MD-DCs surface. No correlation was 

observed between ERAP1 expression level and either whole MHC-I or HLA-B27 expression, 

whatever the stimulation time-point (data not shown).   
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DISCUSSION 

Genetic association studies have highlighted the importance of ERAP1 in SpA 

susceptibility. However, few mechanisms have been hypothesized to explain the 

consequences of SpA-associated polymorphisms of this gene. We provide here for the first 

time strong evidence that ERAP1 expression was increased at the mRNA level in subjects 

harboring SpA-susceptibility polymorphisms. 

Except for few recent studies (24,25,38), all others have investigated the functional 

consequences of SpA-associated SNPs of ERAP1 one by one (11,21-23,39). Using a large 

case-control cohort from the Immunochip study, we identify a strong LD in the ERAP1 region 

as already described (19). Moreover Evans et al. have suggested that the pattern of association 

with AS was not fully captured by studying a single SNP (11), as confirmed by other studies 

demonstrating association between ERAP1 haplotypes and SpA (6,7,9). In particular, Kadi et 

al. have identified three distinct rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes that were 

differentially associated with SpA: the -TTC haplotype was associated with a low disease 

risk, -CCC with a neutral risk and -CCT with an increased risk (9). Thus, we decided to study 

haplotype effects to better understand polymorphisms consequences on disease susceptibility. 

Our results obtained on peripheral blood monocytes and MD-DCs demonstrate the 

presence of a cis-expression quantitative trait locus controlling ERAP1 expression associated 

with the rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotype. Such control has already been suggested 

for several ERAP1 SNPs in cell lines (40) and in skin biopsies (41) but never in primary 

monocytes or MD-DCs. Recently, Seregin et al. obtained different results with no difference 

in ERAP1 gene expression between the -TTC and -CCT rs17482078/rs10050860/rs30187 

haplotypes (25). However those results were obtained in transfected cell lines overexpressing 

ERAP1 and thus may not reflect physiological conditions. Our results were also quite 

different from those of Fairfax and al. in primary monocytes (42). Indeed, they identified 

rs30187 as a SNP associated with ERAP2 expression whereas in our study we observed no 

such association.  

Furthermore, we found that ERAP1 haplotypes affected protein abundance and 

enzymatic activity. Thus ERAP1 can also be considered as a protein quantitative trait locus 

under the cis-regulatory control of the rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotype. An 

increased expression of ERAP1 protein has been previously reported in AS patients, as 

compared to controls (43). Such observation could presumably be related to imbalanced 
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distribution of ERAP1 haplotypes between cases and controls in that study, as we did not find 

ourselves any correlation between disease status and ERAP1 expression, independently of 

ERAP1 genotypes.  

Interestingly, ERAP1 gene expression seemed to be well correlated to SpA 

predisposition. Indeed, expression was low in low-risk haplotype carriers and high in high-

risk ones. Several hypotheses can be made to explain why ERAP1 overexpression might 

increase SpA susceptibility. First, our results suggested that increased expression of ERAP1 

transcript may lead to an increased enzymatic activity. This increased enzymatic activity had 

potential consequences on HLA-B27 peptidome, as discussed below. Secondly, Goto et al. 

have highlighted another function of ERAP1 outside the ER. Indeed, they showed in a murine 

model that ERAP1 was secreted from macrophages in response to activation by treatment 

with LPS and interferon-, resulting in heightened phagocytic activity of macrophages (44).  

ERAP1 genetic association with AS is restricted to HLA-B27 positive patients, 

suggesting a functional interaction between SpA-associated polymorphisms of ERAP1 and 

HLA-B27. At variance with other studies we did not find any correlation, either positive or 

negative, between HLA-I nor HLA-B27 cell surface expression and ERAP1 expression levels 

(45). However, SpA-associated SNPs may bear “qualitative” consequences rather than 

quantitative ones and may affect HLA-B27 peptidome. Consistent with such hypothesis, 

several studies demonstrated that ERAP1 polymorphisms could affect HLA-B27 peptidome 

through their influence on ERAP1 enzymatic activity (25,38,46,47). Higher enzymatic 

activity leads to an increased destruction of some HLA-B27-restricted epitopes whereas other 

epitopes are preferentially generated (38,47). Peptidome modifications may in turn bear 

consequences relevant for SpA susceptibility, such as skewing an HLA-B27-restricted 

immune response towards a particular antigen (48) or influencing HLA-B27 folding and 

stability with potential consequences on misfolding or on cell surface expression of heavy 

chains homodimers (49). 

In conclusion, our results demonstrate a strong correlation between SpA susceptibility 

conferred by the rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotypes and ERAP1 expression levels. 

Increased gene expression observed in high-risk haplotype carriers was correlated to increased 

protein expression. Enzymatic activity seemed also to be at least partly influenced by gene 

expression level together with other putative mechanisms such as structural modifications. 
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Nevertheless, the consequences of ERAP1 enzymatic activity variations on disease 

susceptibility remain to be fully elucidated.  
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TABLES  

Table 1. Clinical characteristics of SpA patients in the study 

Characteristic Discovery 

(n = 9) 

Replication  

(n = 14) 

B-LCL 

(n = 7**) 

AS Immunochip 

(n = 354) 

Age in years, mean ± SD 

Disease duration in years, mean ± SD 

Sex ratio, men:women (% of men) 

HLA-B27 positivity, % 

Axial manifestations  

- Inflammatory back pain, % 

- Radiographic sacroiliitis, %* 

Peripheral manifestations 

- Peripheral arthritis, % 

- Peripheral enthesitis, % 

Extra-articular manifestations 

- Uveitis, % 

- Psoriasis, % 

- Inflammatory bowel disease, % 

Current treatment 

- NSAID, % 

- Anti-TNF therapy, % 

- None, %  

48.1 ± 7.9 

15.1 ± 5.2 

5:4 (55.6) 

100 

 

100 

89 

 

22.2 

66.7 

 

33.3 

33.3 

0 

 

55.6 

22.2 

22.2 

47.1 ± 7.6 

22.4 ± 7.3 

8:6 (57.1) 

100 

 

100 

64.3 

 

42.9 

85.7 

 

28.6 

7.1 

0 

 

75.0
***

 

0
***

 

25.0
***

 

48.1± 16.2 

21.2± 15.0 

4:3 (57.1) 

100 

 

100 

100 

 

66.7 

50 

 

66.7 

0 

0 

 

NA 

NA 

NA 

48.1 ± 14.2 

24.5 ± 13.2 

219:135 (61.9) 

91.2 

 

100 

100 

 

45.3 

73.7 

 

41.1 

26.0 

8.6 

 

NA 

NA 

NA 

The registered manifestations correspond to those present at the time of examination, or retrieved from past-

medical history. AS: ankylosing spondylitis; B-LCL: B -Lymphoblastoid cell lines; SD: standard deviation; 

Inflammatory bowel disease: Crohn’s disease or ulcerative colitis; NSAID: Non-steroidal anti-inflammatory 

drug; NA: not available; * Refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral; ** 

clinical data available for 6 patients; *** treatment data available for 12 patients. 
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FIGURES  

 

Figure 1. ERAP1 gene expression is correlated to the rs30187 genotype in MD-DCs and 

circulating monocytes. ERAP1 mRNA levels were evaluated by micro-array in the discovery 

(A) and replication (B) cohorts and by quantitative real-time PCR (C) in the discovery 

samples. The x axis indicates the rs30187 genotype of individuals in the cohorts (C/C, C/T, or 

T/T) and the cell condition: (A,B,C) MD-DCs at different stimulation time-points (H0, H6, 

H24) or (B) monocytes (Mo) and the y axis shows the log2 of ERAP1 fluorescence intensity 

as a measure of gene expression (A,B) or ΔΔCq (C). * P <0.05, ** P <0.01, *** P<0.001. 
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Figure 2. Haploview linkage disequilibrium (LD) plot covering the region surrounding 

ERAP1 (A), including the rs17482078/rs10050860/rs30187 haplotype (black triangle in 

(A), higher magnification in (B)). The darker the box, the stronger the LD. The number 

inside boxes in (B) represents |D’|. 
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Figure 3. ERAP1 gene expression assessed by micro-arrays, according to haplotype risk 

score in discovery (A) and replication (B) cohorts. The x axis of the plots represents the 

haplotype risk score (from -1 to 2) according to the cell condition: (A,B) MD-DC stimulation 

time-point (MDDC-H0, MDDC-H6, MDDC-H24) or (B) monocytes (Mo) and the y axis 

shows the log2 of ERAP1 fluorescence intensity as a measure of gene expression. * P <0.05, 

** P <0.01, *** P<0.001. 

 

 

Figure 4. Correlation of ERAP1 expression levels between affected and unaffected 

siblings in haplo-identical (A) or haplo-divergent (B) pairs. The x axis of the plots 

represents the log2 of ERAP1 fluorescence intensity (as a measure of gene expression 

assessed by micro-arrays) of the affected sibling for each sibling pair and for each cell 

condition (Mo: monocytes and MD-DCs) and stimulation time-point (H0, H6, H24) and the y 

axis shows ERAP1 gene expression of the corresponding unaffected sibling.  
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Figure 5. Correlation between ERAP1 haplotype risk score and gene expression, protein 

expression and enzymatic activity in B-LCLs (A,C,E) and in MD-DCs (B,D,F) The x axis 

of the plots represents the haplotype risk score and the y axis shows (A,B) ERAP1 gene 

expression assessed by ΔΔCq, (C,D) ERAP1 protein level assessed by Western-blot as 

ERAP1/beta-actin intensity ratio and (E,F) ERAP1 enzymatic activity assessed on L-AMC 

hydrolysis.  
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Supplementary table 1. Distribution of ERAP1 rs17492078/rs10050860/rs30187 

haplotype risk score in SpA patients and controls from the French Immunochip cohort. 

 Haplotype risk score Controls 

(n = 346 ) 

Patients 

(n = 354) 

 -2 

-1 

0 

1 

2 

13 

70 

116 

107 

40 

9 

41 

125 

121 

58 

 

Each individual from the French Immunochip cohort was attributed a score corresponding to 

its rs17492078/rs10050860/rs30187 ERAP1 haplotypes combination, according to the 

following additive rule: each CCT (susceptibility haplotype) counted +1, each CCC (neutral 

haplotype) counted 0, and each TTC (protective haplotype) counted -1. The distribution was 

significantly different between patients and controls, validating this genotype score as 

associated with disease risk (linear regression analysis; p = 0.002 ; odds ratio = 1.27; 95% 

confidence interval: 1.1 to 1.48) 
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Discussion et perspectives 

Comme exposé précédemment, mon travail de thèse s’est organisé autour de deux axes 

distincts, mais complémentaires, de génétique et de génomique fonctionnelle. La discussion des 

résultats obtenus s’articulera donc autour de ces deux axes.  

Études familiales : un outil pour l’identification de gènes de 

susceptibilité dans la spondyloarthrite 

Dans la première partie de ce travail de thèse, des familles multiplex de SpA ont été étudiées. 

Les données de génotypage obtenues grâce à des puces à SNP de haute densité couvrant tout le 

génome ont permis de réaliser à la fois une étude de liaison et une étude d’association intra-

familiale. 

Positionnement du sujet et problématique générale 

L’étude génétique des maladies s’est traditionnellement concentrée sur les maladies 

mendéliennes, c'est-à-dire présentant une hérédité facilement modélisable, dans laquelle un gène 

unique peut être rendu responsable du phénotype. Les analyses de liaison et le clonage positionnel 

ont permis l’identification d’un grand nombre de gènes responsables de ce type de pathologie. Elles 

ont ainsi abouti à des avancées notables dans leur diagnostic et leur dépistage416. Plus récemment, il 

a été démontré que des pathologies fréquentes, non héréditaires à proprement parler, telles que les 

maladies cardiovasculaires ou les maladies inflammatoires, possédaient elles-aussi une composante 

génétique417. Cette composante est toutefois beaucoup plus complexe que dans les maladies 

mendéliennes, puisque la présence simultanée de nombreuses variations génétiques au sein de 

différents gènes en association avec des facteurs environnementaux est nécessaire à la survenue de 

la maladie. Ces pathologies sont dites complexes ou multifactorielles. 

Parmi ces maladies multifactorielles, la SpA peut être considérée comme particulière du fait 

de l’importance de sa composante génétique. En effet, l’indice de récurrence au premier degré a été 

évalué à 40 pour la SpA dans son ensemble et à 80 pour la SA222,231. À titre de comparaison, cet indice 

est  d’environ 15 pour le diabète de type 1, 8 pour la schizophrénie et 3,5 pour le diabète de type 

2417. Cette composante génétique est principalement due à l’allèle HLA-B27 dont la forte association 

à la SpA a été identifiée dès le début des années 197098,99. Il a toutefois fallu attendre l’avènement 

des GWAS pour mettre en évidence de façon certaine d’autres facteurs génétiques de 

susceptibilité256,267–270. À ce jour, plus d’une vingtaine d’entre eux ont été identifiés. Cependant, 
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l’ensemble de ces locus est loin d’expliquer l’ensemble de la prédisposition à la maladie256. Dès lors, 

se pose la question de la manière d’identifier les autres facteurs génétiques en cause.  

Depuis de nombreuses années, mon équipe d’accueil a fait le choix de privilégier les études 

familiales aux études cas-témoins. L’inclusion de familles multiplex de SpA s’est faite via le GFEGS 

créé en 1995 sous l’impulsion du Pr Breban. Ce groupe est un réseau de rhumatologues hospitaliers 

participant au recrutement de formes multiplex de SpA. L’inclusion des familles est centralisée par un 

médecin rhumatologue, le Dr  Said-Nahal, chargé de recueillir les données démographiques, cliniques 

et radiographiques des patients après avoir vérifié leur diagnostic. L’un des avantages des études 

familiales par rapport aux études cas-témoins est qu’elles sont plus puissantes pour l’identification 

des variants rares418,419, dont on suppose qu’ils participent substantiellement à l’héritabilité des 

maladies complexes420. Elles permettent aussi de s’affranchir du biais de stratification et de détecter 

de façon plus efficace les erreurs de génotypage421.  

Une autre particularité de notre équipe est le choix du phénotype étudié (la SpA dans son 

ensemble), alors que la plupart des autres équipes se sont restreintes aux cas de SA. Le fait de 

n’étudier que la SA, qui requiert la présence d’une sacro-iliite radiologique évoluée, permet d’obtenir 

une population plus homogène et évite d’analyser ensemble des affections au déterminisme 

génétique partagé seulement en partie. Toutefois, de nombreux éléments plaident pour retenir la 

SpA au sens large comme phénotype d’étude, tels que la coexistence de plusieurs sous-types de SpA 

au sein d’une même famille97,228,229,422 ou  la présence de facteurs génétiques communs à l’ensemble 

des sous-types, tels que HLA-B27 ou ERAP1100,383. Ces éléments suggèrent l’existence d’un terrain 

génétique commun à l’ensemble des SpA auquel peuvent s’associer d’autres facteurs génétiques 

modulant le phénotype de la maladie. 

Résultats préliminaires et objectifs du projet 

En dehors des analyses phénotypiques familiales décrites précédemment, le GFEGS a 

entrepris dans les années 2000 une première étude de liaison pangénomique. Cette étude, basée sur 

le génotypage de microsatellites, a abouti à la découverte d’un locus significativement lié en 9q31-

34260, présentant déjà un signal de liaison dans une cohorte britannique257,258. Cette région, 

dénommée SPA2, a fait l’objet d’une étude approfondie au sein de notre laboratoire afin d’identifier 

le ou les facteurs de susceptibilité à l’origine du signal de liaison264,266. L’intervalle d’intérêt a ainsi pu 

être réduit à un haplotype de six SNPs couvrant une région de 72 kb dont le séquençage est en cours 

d’analyse. 
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L’une des limites des analyses de liaison basées sur les microsatellites est leur faible densité 

en marqueurs, conduisant à une imprécision sur la localisation des pics de liaison423. Ainsi, dans la 

plupart de ces études, les régions de liaison couvrent plusieurs Mb et l’identification du ou des 

facteurs de susceptibilité à l’origine du signal de liaison est souvent ardue424. Pour tenter de remédier 

à cet inconvénient, nous avons entrepris de génotyper un nouveau jeu plus étendu de familles 

multiplex de SpA (dont certaines avaient cependant déjà été génotypées dans la précédente étude 

de liaison) à l’aide de puces Affymetrix 250K permettant le génotypage de 260 000 marqueurs 

répartis sur l’ensemble du génome. À l’aide de ces données, nous avons ensuite effectué des 

analyses de liaison et d’association intra-familiale dont les résultats, présentés dans les articles 1 et 

2, sont discutés ici. 

Analyse de liaison 

Après un contrôle qualité rigoureux, nous avons d’abord réalisé une analyse de liaison non 

paramétrique sur l’ensemble du génome. Comme attendu, la région la plus significativement liée à la 

SpA s’est révélée être la région du CMH comprenant l’allèle HLA-B27. En dehors de cette région, un 

seul locus était significativement lié à la SpA sur le bras long du chromosome 13 (13q13). Par ailleurs, 

huit autres locus, dont la région 9q33 correspondant à SPA2, obtenaient un LOD score suggestif.  

Locus 13q13 

La liaison significative du locus 13q13 à la SpA est rapportée pour la première fois. Il faut 

toutefois noter la présence d’un signal suggestif dans la précédente étude du GFEGS basée sur les 

microsatellites et dans la méta-analyse des trois études de liaison publiées dans la SpA réalisée par 

Carter et al. 260,262. Par ailleurs, une liaison significative entre cette région et la maladie de Crohn, 

fréquemment associée à la SpA, a été rapportée en 2008404. 

L’étude approfondie du locus 13q13 a permis d’affiner la région d’intérêt à un intervalle 

d’environ 1 Mb situé entre 38,753 et 40,040 Mb. Si peu de données sont disponibles pour beaucoup 

des gènes contenus dans cet intervalle, certains se révèlent de bons gènes candidats, du fait de leur 

fonction (comme UFM1 impliqué dans les phénomènes de stress du réticulum endoplasmique)425,426 

ou parce que certains de leurs polymorphismes ont été associés à des pathologies proches de la SpA 

(comme LHFP et le psoriasis)427.  

Complexe majeur d’histocompatibilité  

Le CMH est donc la région qui a obtenu le LOD score le plus élevé. Plus de 92% des patients 

étaient HLA-B27+, soulignant le poids de ce facteur génétique dans la susceptibilité à la maladie. 
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Toutefois, une hétérogénéité allélique a été observée dans trois familles où aucun des individus 

malades n’était porteur de l’allèle B27, mais où tous portaient un haplotype commun dans la région 

du CMH. Pour l’une de ces familles, nous disposions du résultat du typage HLA-B et nous avons donc 

pu déterminer que l’allèle HLA-B62 ségrégeait avec la maladie. 

Les reconstructions haplotypiques dans la région du CMH ont permis de constater que la 

grande majorité des familles étaient liées à ce locus. Plusieurs raisons expliquaient l’absence de 

liaison observée pour certaines familles. Dans de nombreux cas, il existait une association sans liaison 

en raison de la présence de deux haplotypes porteurs de l’allèle B27 provenant de plusieurs individus 

fondateurs. Dans d’autres familles, HLA-B27 semblait être en cause dans l’agrégation, mais la 

présence d’un ou plusieurs sujets atteints HLA-B27- indiquait la participation importante d’autres 

facteurs de susceptibilité et expliquait l’absence de liaison observée. Enfin dans une seule famille, ni 

le HLA-B27 ni le CMH ne semblaient expliquer l’agrégation, puisqu’aucun des malades n’était HLA-

B27+ et qu’ils ne partageaient aucun haplotype du CMH. 

Comparaison avec les résultats de la littérature 

En dehors du CMH, il y a peu de concordance entre nos résultats et ceux des études de 

liaison déjà publiées258–260. Trois hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces différences : 

une hétérogénéité génétique, une hétérogénéité phénotypique ou des différences méthodologiques.  

La plupart des maladies complexes impliquent un grand nombre de gènes de susceptibilité. 

Une étude récente de Joshi et al. suggère que la composante génétique des formes familiales de SpA 

diffère peu de celle des formes sporadiques en dehors d’une fréquence plus élevée du HLA-B27428. Il 

est alors probable que les gènes en cause diffèrent en fonction des familles. Cette hypothèse se 

confirme dans notre étude où les analyses paramétriques ont permis d’estimer qu’environ 30% des 

familles étaient liées au locus 13q13 et 15% en 9q33. Cette hétérogénéité génétique entre les 

différentes études de liaison est d’autant plus probable que l’origine géographique des patients était 

différente429. 

L’hypothèse d’une hétérogénéité phénotypique peut également être évoquée. Comme déjà 

souligné, nous avons pris le parti d’étudier la SpA dans son ensemble, tandis que les autres études 

s’étaient restreintes aux cas de SA. Si l’on compare les caractéristiques cliniques des patients inclus 

dans notre étude avec celles des autres, la principale différence était la moindre fréquence de sacro-

iliite radiologique chez nos malades (59% dans notre cohorte). Parmi les autres différences 

significatives, on observait un ratio homme:femme plus faible, une fréquence plus faible d’uvéite, de 

MICI et une fréquence plus importante de psoriasis cutané. Plusieurs études suggèrent que les 
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atteintes structurales de la SpA sont en partie génétiquement déterminées255,384,430. Par conséquent, 

certains des locus identifiés dans les études restreintes à la SA pourraient correspondre à des 

facteurs de sévérité plutôt qu’à des facteurs de susceptibilité à la maladie. 

La dernière raison pouvant expliquer ces différences est liée à la méthodologie utilisée. Les 

trois précédentes analyses de liaison étaient basées sur l’utilisation d’un faible nombre de marqueurs 

microsatellites (<400), tandis que nous avons utilisé des polymorphismes bi-alléliques avec une 

répartition très dense sur tout le génome. Pris individuellement, les SNPs sont moins informatifs que 

les microsatellites car ils ne possèdent que deux allèles. Ce manque d’informativité est compensé par 

la possibilité de les génotyper en très grand nombre. Il a ainsi été démontré qu’une carte dense de 

SNPs permettait d’obtenir une meilleure informativité qu’une carte peu dense de microsatellites431. 

Dans certaines études de liaison, le même jeu de familles a été génotypé à la fois à l’aide de micro-

satellites et de SNPs. Les résultats obtenus différaient en fonction du type de marqueur utilisé à la 

fois sur le nombre de locus identifiés, le niveau d’intensité de la liaison et la localisation du pic de 

liaison, le plus souvent à l’avantage de l’analyse basée sur les SNPs432–436. 

Justification de la méthodologie et difficultés rencontrées 

L’approche expérimentale proposée est originale à plusieurs titres. Tout d’abord, les études 

de liaison sont devenues moins courantes que les études d’association depuis plusieurs années. De 

plus, compte-tenu du faible nombre d’analyses de liaison réalisées récemment, peu d’entre elles ont 

bénéficié des progrès des méthodes de génotypage et l’utilisation de marqueurs bi-alléliques de 

haute densité est donc peu fréquente dans ce contexte.  

Le choix de l’analyse de liaison rejoint celui des études familiales discuté précédemment. 

L’objectif est d’identifier des variants rares, peu accessibles aux GWAS. Il a été reproché aux études 

de liaison d’être peu précises dans la localisation des régions d’intérêt423 et de rarement aboutir à 

l’identification des facteurs à l’origine de la liaison. Une manière d’améliorer cette identification est 

l’utilisation conjointe de techniques de liaison et de techniques d’association, que ce soit dans des 

études d’association « classiques » ou dans des études faisant intervenir le séquençage dit « de 

nouvelle génération » (next generation sequencing ou NGS)437,438.  

L’une des difficultés rencontrées dans les études utilisant le NGS pour identifier des facteurs 

de susceptibilité génétiques dans les maladies complexes est le grand nombre de variants mis en 

évidence439. La combinaison de données de liaison et de séquençage haut-débit peut permettre de 

mieux guider la sélection des variants et d’identifier les polymorphismes responsables du signal de 

liaison438. Ainsi, dans une étude cherchant à identifier les déterminants génétiques de l’homéostasie, 
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du glucose et de l’adiposité, Bowden et al. ont mis en évidence dans certaines familles une forte 

liaison entre le locus 3q27 et le taux sérique d’adiponectine. Le séquençage de l’exome d’individus 

appartenant à ces familles a permis l’identification d’un variant rare à l’intérieur du gène ADIPOQ 

contribuant à la variation du taux sérique d’adiponectine et expliquant le pic de liaison440. Des 

stratégies similaires ont été appliquées avec succès à d’autres traits complexes comme la 

cardiomyopathie dilatée441, l’autisme442 ou le psoriasis443. 

Le choix du type de marqueurs utilisés a aussi été discuté précédemment. Notre objectif en 

utilisant des puces à SNP de haute densité était d’obtenir une puissance de détection plus 

importante et d’améliorer la caractérisation des facteurs en cause à l’intérieur des régions liées. Nous 

avons ainsi pu identifier une liaison significative en 13q13, alors que ce locus n’avait obtenu qu’un 

score de liaison suggestif dans la précédente analyse de liaison ayant utilisé des microsatellites et 

ayant 47 familles en commun avec l’étude actuelle. 

L’utilisation de puces à SNPs de haute densité a aussi été à l’origine de difficultés 

méthodologiques. En effet, la plupart des logiciels d’analyse de liaison limitent le nombre de 

marqueurs pouvant être analysés simultanément. Nous avons opté pour le logiciel Merlin qui permet 

une grande flexibilité au niveau du nombre de marqueurs utilisés comme au niveau de la complexité 

des pédigrés analysés. Cette souplesse se fait cependant au prix d’un besoin important en ressources 

informatiques et d’un temps d’analyse extrêmement long. 

Un autre point important à considérer dans les analyses de liaison à partir de SNPs est de 

s’assurer de la qualité de la carte utilisée. Les informations fournies par Affymetrix concernant la 

puce Affy250K se sont en effet révélées en partie obsolètes. La mise à jour des informations en 

fonction des données de dbSNP135 a conduit au retrait de 5587 SNPs de l’analyse et à l’actualisation 

des positions. Cette étape, comme celle du contrôle qualité, est cruciale car des erreurs de 

localisation ou de génotypage peuvent influer de manière importante sur les résultats et notamment 

créer de faux signaux de liaison444–447.  

Perspectives 

Les résultats obtenus grâce à cette étude de liaison nécessitent d’être approfondis. Pour ce 

faire, nous avons déjà génotypé un nouveau jeu de 50 familles multiplex à l’aide des mêmes puces 

Affy250K. Une analyse de liaison de ces familles et des deux jeux de familles fusionnés est en cours 

afin de répliquer la liaison observée sur le chromosome 13 et d’identifier de nouveaux locus liés à la 

maladie, notamment parmi les huit présentant un score de liaison suggestif. 
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Le résultat le plus intéressant de notre étude est l’identification d’un nouveau locus 

significativement lié à la SpA en 13q13. L’objectif est désormais d’identifier le (ou les) variant(s) de 

susceptibilité à l’origine de la liaison au sein de ce locus. Pour ce faire, l’intervalle de 1,3 Mb que nous 

avons délimité sera séquencé par une technique de NGS. 

 Pour chacune des familles dans lesquelles un haplotype unique co-ségrège avec la maladie, 

nous avons sélectionné un individu malade porteur de cet haplotype dont l’ADN sera séquencé. Dans 

la première phase de capture, l’ADN sera hybridé à des sondes couvrant la région d’intérêt. Cette 

étape sera suivie du séquençage des librairies enrichies. L’analyse des séquences permettra 

d’identifier puis de filtrer les variants candidats, par comparaison avec les séquences disponibles 

dans les bases de données publiques. Ces variants seront génotypés chez les autres individus de la 

famille afin de vérifier leur co-ségrégation à la maladie. La confirmation de l’implication des variants 

dans la SpA se fera ensuite à la fois par des études d’association dans des cohortes indépendantes et 

par des études fonctionnelles visant à déterminer l’impact de ces variants.  

À l’aide des données de liaison collectées, il sera également intéressant de modéliser plus 

finement la transmission de la maladie. Au vu des premiers résultats obtenus, il semble qu’un 

modèle bi-locus puisse être envisagé pour les familles liées au chromosome 13, impliquant à la fois 

HLA-B27 et la région 13q13. De nouvelles analyses de liaison paramétriques sur le chromosome 13 

intégrant différentes classes de risque en fonction du portage du HLA-B27 devraient nous permettre 

d’affiner notre modèle.  

Enfin, nous envisageons d’étudier individuellement les plus grandes familles multiplex. Dans 

chacune de ces familles, nous projetons de séquencer l’exome de deux individus malades 

sélectionnés pour être aussi distants que possible dans l’arbre familial, de façon à limiter le nombre 

de variants partagés du fait du seul hasard. Les informations de liaison disponibles dans ces familles 

nous aideront à guider la sélection des variants candidats dont l’étude sera poursuivie. 

Analyse d’association 

Dans les suites de l’analyse de liaison, nous avons réalisé une analyse d’association intra-

familiale pangénomique à partir des mêmes données de génotypage (Article 4). En dehors du CMH, 

le score d’association le plus significatif concernait un polymorphisme intergénique situé sur le 

chromosome 12 (rs4765413), qui n’atteignait cependant pas le seuil significatif de niveau 

pangénomique, en appliquant une correction stringente de type Bonferroni. Néammoins, à l’issue de 

deux études d’extension, basées sur l’analyse d’un deuxième jeu de trios et familles multiplex 

provenant de notre collection puis d’une cohorte familiale nord-américaine provenant d’une 
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collaboration avec le Pr. John Reveille (Université du Texas), nous avons pu mettre en évidence 

l’association à la SpA d’un polymorphisme situé au sein du gène MAPK14 avec un score d’association 

proche de la significativité pangénomique.  

MAPK14 

Les résultats les plus intéressants de cette étude concernent donc deux polymorphismes 

introniques du gène MAPK14 dont l’association à la SpA est proche de la significativité. Ce gène, 

« mitogen-activated protein kinase 14 » code pour un membre de la famille des p38 MAP kinases qui 

sont d’importantes enzymes régulatrices de la synthèse de cytokine pro-inflammatoires, notamment 

du TNFα448. Il a été impliqué dans les MICI406 et l’inhibition de cette voie a été envisagée comme 

possible cible thérapeutique449. Certains polymorphismes situés au sein de ce gène ou sur la voie de 

signalisation des p38 MAP kinases ont été associés à la réponse aux anti-TNFα dans la PR450. Enfin il a 

été démontré que la voie p38 MAPK était dérégulée dans des lignées monocytaires exprimant HLA-

B27451,452. L’ensemble de ces éléments font de MAPK14 un excellent gène candidat en ce qui 

concerne la susceptibilité à la SpA. 

Comparaison avec les résultats de la littérature 

Dans notre étude, aucun des SNPs les plus fortement associés à la SpA n’est situé dans l’un 

des locus précédemment associés à la SA dans les GWAS. Trois explications peuvent être avancées : 

tout d’abord, la puce Affy 250K que nous avons utilisée contient des tag-SNPs destinés à couvrir au 

mieux l’ensemble du génome, mais ne contient que très peu de SNPs situés dans les régions 

codantes. Or, la plupart des GWAS ont été réalisés à partir d’un jeu de marqueurs plus dense268–270 ou 

se sont concentrés sur les régions codantes256,267.  De plus, le phénotype étudié n’est pas strictement 

identique puisque nous nous sommes intéressés à l’ensemble des SpA, alors que les GWAS se sont 

focalisés sur l’étude des SA. Or l’étude du polymorphisme rs11209026 de l’IL23R nous a permis de 

démontrer qu’il existait des facteurs spécifiques à certains sous-types de la maladie384. Enfin, ces 

différences peuvent refléter des différences de méthodologie : en effet, notre étude est basée sur un 

test de déséquilibre de transmission qui teste à la fois la liaison et l’association, tandis que les 

méthodes utilisées dans les études cas-témoins ne testent que l’association. Nous avons toutefois 

observé des associations nominales (p < 0,05) entre des polymorphismes situés à proximité de 

facteurs de susceptibilité identifiés dans des GWAS (IL23R, PTGER4, ERAP1, BACH2, ZMIZ1) et la SpA. 

Il est également intéressant d’observer que les SNPs les plus fortement associés à la SpA ne 

se situent pas dans les régions les plus liées à la maladie, alors que le jeu de familles utilisé est 

quasiment identique. Ce résultat peut s’expliquer par le fait qu’un nombre restreint de familles s’est 
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avéré lié à chacun des locus mis en évidence (par exemple, 30% des familles seulement pour le locus 

13q13, le plus lié à la maladie en dehors du CMH). Dans ce contexte, pour un locus donné, il paraît 

intéressant de tester l’association des marqueurs de cette région dans le sous-groupe des familles les 

plus liées. Cependant, le gain potentiel en informativité des familles sélectionnées sur le critère de 

liaison est contre-balancé par une perte de puissance statistique liée au plus faible effectif.  

Perspectives 

Les résultats obtenus concernant MAPK14 nécessiteront d’être approfondis. Tout d’abord, 

une étude complémentaire de type cas-témoins sera réalisée afin de consolider le niveau de preuve 

de l’association entre des polymorphismes de ce gène et la SpA. Il est notamment prévu d’inclure 

dans cette étude un nombre important de témoins HLA-B27 positifs pour permettre de s’affranchir, 

autant que faire se peut, du déséquilibre de liaison qui pourrait exister entre ce gène et l’allèle HLA-

B27 porté par le même chromosome. En effet, bien que ces deux locus soient séparés de près de 6 

Mb, nous ne pouvons pas formellement écarter sur la base de nos données actuelles que le signal 

observé avec MAPK14 ne soit le reflet de l’association entre HLA-B27 et SpA. Enfin, les deux 

polymorphismes significatifs identifiés étant introniques, il nous parait intéressant de séquencer 

l’ensemble de ce gène afin d’identifier le(s) polymorphisme(s) causal(ux) pouvant expliquer 

l’association.  

De la maladie au sous-phénotype : exemple du gène IL23R 

Si l’étude du phénotype SpA au sens large plutôt que celle restreinte à la SA se justifie sur le 

plan génétique, il est probable que l’hétérogénéité de présentation clinique des patients soit au 

moins en partie liée à des déterminants génétiques. Un exemple de polymorphisme modulant le 

phénotype de la maladie est montré dans l’Article 3. En effet, le polymorphisme non synonyme de 

l’IL23R rs11209026 n’est associé qu’aux formes de SpA avec une sacro-iliite radiologique.  

Facteurs génétiques associés à l’atteinte radiologique 

Plusieurs études ont cherché à identifier les déterminants génétiques de l’atteinte 

structurale de la maladie. En 2009, Ward et al. ont montré que la sévérité radiographique était 

déterminée entre autres par l’âge de début de la maladie, le sexe, le tabagisme et la présence de 

certaines allèles du CMH (HLA-B*4100, DRB1*0804, DQA1*0401, DQB1*0603, DRB1*0801, et 

DPB1*0202)430. Nous avons nous-mêmes établi récemment que la présence du HLA-B27 était 

associée de manière indépendante à la présence d’une sacro-iliite radiologique selon les critères de 

New York modifiés (Annexe 2)453. Des polymorphismes en dehors du CMH ont également été 
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associés à la sévérité radiologique, notamment au sein des gènes LMP2, RANK , PTGS1, ADRB1, NELL1 

et ERAP1352,454–456. 

Facteurs  génétiques associés à l’activité et à la sévérité fonctionnelle  

D’autres études enfin se sont intéressées aux facteurs génétiques associés à l’activité 

(BASDAI) ou à la sévérité fonctionnelle (BASFI) de la maladie. Il a été montré en premier lieu que le 

BASDAI et le BASFI étaient dépendants d’une forte héritabilité254,255. À partir des données familiales 

utilisées pour les analyses de liaison du groupe d’Oxford, une sous-analyse a été réalisée pour tester 

s’il existait aussi une liaison avec plusieurs indices permettant d’apprécier la sévérité de la SpA (l’âge 

de début, le BASDAI et le BASFI). Une seule liaison significative a été mise en évidence entre le bras 

court du chromosome 18 et le BASDAI457. Aucune liaison n’a été détectée avec le CMH. D’autres 

études génétiques se sont par ailleurs intéressées à la sévérité de la maladie. Il s’agissait d’études 

d’association de type gène-candidat dont les résultats se sont souvent révélés contradictoires458–464.  

 

Génomique fonctionnelle 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous nous sommes intéressés au transcriptome des 

DCs dans la SpA. Nous avons en premier lieu cherché à identifier un profil d’expression génique 

propre aux DCs de patients atteints de SpA en comparaison aux témoins sains (Article 4). En second 

lieu, nous avons combiné les approches génétiques et génomiques afin d’identifier des 

polymorphismes associés au niveau d’expression génique d’ERAP1 (Article 5).  

Positionnement du sujet et problématique général 

Si les GWAS ont permis l’identification de nombreux facteurs génétiques de susceptibilité aux 

maladies complexes, la plupart des variants mis en cause exercent une influence modeste sur la 

prédisposition génétique totale à ces maladies177. De plus, dans la majorité des cas, les variants 

causaux n’ont pas été formellement identifiés et l’apport des polymorphismes associés sur la 

compréhension de la physiopathologie des maladies étudiées reste globalement faible465. Enfin, les 

études génétiques permettent difficilement la prise en compte de facteurs environnementaux 

potentiellement impliqués dans la survenue des maladies complexes466.  

Grâce aux progrès technologiques, l’étude de l’expression des gènes s’est développée et 

constitue désormais une approche complémentaire à celle de la génétique classique. En effet, tout 

comme les GWAS, elle permet une approche haut-débit pangénomique et ne nécessite donc pas 

d’émettre des hypothèses physiopathologiques a priori. En outre, elle présente un caractère 
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plus fonctionnel car elle reflète à la fois le terrain génétique sous-jacent mais aussi les facteurs 

environnementaux auquel le patient est exposé.  

Concernant la SpA, plus d’une dizaine d’études d’expression pangénomique ont été publiées 

avec une grande hétérogénéité de méthodologie386–398. Par conséquent, il n’est pas surprenant que 

les résultats obtenus soient très différents d’une étude à l’autre. La majorité des études se sont 

intéressées au profil d’expression d’ARN extraits à partir de sang total ou des PBMCs386–

388,390,391,393,395. Plus rarement, ce sont des tissus potentiellement impliqués dans la maladie qui ont 

été étudiés389,392,394,397,398 ou un type cellulaire précis comme le macrophage396. Compte-tenu des 

résultats antérieurs obtenus chez le rat qui soulignent l’implication potentielle des cellules 

dendritiques dans la SpA, nous avons étudié le transcriptome de MD-DCs avant et après stimulation 

par le LPS et nous l’avons comparé à celui de témoins sains (Article 4). Nous avons enfin cherché à 

combiner les études génétiques et transcriptomiques dans une approche de type gène-candidat 

centrée sur ERAP1 (Article 5).  

Étude du transcriptome des cellules dendritiques dans la spondyloarthrite 

Cellules dendritiques et spondyloarthrite 

Le choix d’étudier les DCs dans la SpA a découlé des résultats obtenus dans le modèle animal 

de SpA du rat transgénique HLA-B27. Dans ce modèle, de nombreuses anomalies fonctionnelles  des 

cellules dendritiques ont été mises en évidence410–413. Nous avons donc cherché à savoir si des 

anomalies similaires à celles observées chez le rat HLA-B27+ étaient présentes chez les patients 

atteints de SpA. 

Contrairement aux études menées chez le rat où les DCs provenant de la rate étaient 

étudiées ex vivo, nous avons choisi d’étudier chez l’homme des cellules dendritiques dérivées des 

monocytes du sang circulant. Ce choix est justifié par deux raisons. En premier lieu, les DCs 

constituent une fraction très minoritaire des PBMCs (<1%)467. Si nous avions directement sélectionné 

des DCs à partir du sang circulant, nous n’aurions pas pu obtenir suffisamment de cellules pour 

réaliser simultanément l’ensemble des études que nous avions prévues (stimulation des lymphocytes 

T, cytométrie de flux et transcriptome). Un autre avantage à étudier des cellules différenciées in 

vitro, comme les MD-DCs, est qu’elles échappent à l’influence directe de l’environnement 

systémique inflammatoire ou des traitement médicamenteux396.  

Nous nous sommes d’abord assurés que les monocytes à partir desquels ont été dérivées les 

cellules dendritiques présentaient un phénotype comparable entre les patients et les témoins. 

Ensuite la capacité des MD-DCs de patients atteints de SpA à induire une réponse proliférative de LT 
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CD4+ hétérologues a été comparée à celle de MD-DCs provenant de témoins. Une diminution 

significative a été observée avec les MD-DCs de patients laissées au repos ou stimulées pendant six 

heures par le LPS. Les résultats obtenus suggéraient aussi que la cinétique de réponse des MD-DCs à 

la stimulation par le LPS était différente. Ainsi, chez les témoins, on observait une augmentation de 

l’indice de prolifération des LT après six heures de stimulation des MD-DCs par le LPS puis un retour 

presqu’à l’état de base après 24 heures de stimulation. Au contraire, chez les patients, l’indice de 

prolifération des LT variait très peu entre les MD-DCs laissées au repos et celles ayant reçu six heures 

de stimulation par le LPS, alors qu’il augmentait avec les MD-DCs stimulées durant 24 heures.  

Afin de tenter d’expliquer les anomalies fonctionnelles observées, une analyse en cytométrie 

de flux a été réalisée et n’a montré aucune différence significative de l’expression des marqueurs 

étudiés à la surface cellulaire des MD-DCs (CD40, HLA-I, HLA-DR, CD80, CD83 et CD86) entre patients 

et témoins. Nos résultats diffèrent de ceux publiés par Slobodin et al. où l’expression du HLA-DR était 

inférieure à la surface de DCs non stimulées provenant de sujets atteints de SA en comparaison à 

celles de témoins sains. Cette différence disparaissait toutefois après stimulation468.  

Transcriptome des cellules dendritiques 

Pour tenter de comprendre l’origine des anomalies fonctionnelles mises en évidences par 

l’étude des MD-DCs de patients atteints de SpA, nous avons entrepris d’étudier leur profil 

d’expression génique. En raison des variations de cinétique observées lors des études de 

prolifération, nous avons opté pour une étude comparative dynamique des MD-DCs de patients et de 

témoins avant et après stimulation par le LPS. Il s’agit d’un dessin expérimental original car, si 

certaines études ont analysé les variations de l’expression génique à différents temps469, peu d’entre 

elles ont intégré à la fois un facteur catégoriel (ici cas/témoins) et un facteur temporel470,471.  

Le premier point à souligner concernant les résultats de cette étude est que l’effet sur la 

variation du niveau d’expression génique de la stimulation par le LPS était plus important que l’effet 

lié à la maladie. En effet le clustering hiérarchique non supervisé réalisé à partir des données 

pangénomiques permettait de distinguer facilement les trois temps de stimulation mais ne 

permettait pas de séparer les malades des témoins.  

En appliquant une correction rigoriste pour tests multiples telle que la méthode de 

Bonferroni ou le FDR, aucun gène n’était différentiellement exprimé entre patients et témoins. La 

principale raison permettant d’expliquer ce résultat négatif en était la puissance insuffisante de notre 

étude due à des effectifs relativement limités (neuf malades et dix témoins). Pour poursuivre 

l’exploitation de nos résultats, nous avons donc décidé de sélectionner les gènes différentiellement 
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exprimés sur des critères moins stricts tout en gardant à l’esprit que la validité statistique de nos 

résultats était imparfaite. En appliquant un filtre de p-value <0,01 et de fold-change P ≤-1,5 ou ≥1,5, 

81 gènes se sont révélés différentiellement exprimés entre patients et témoins. Comme attendu, la 

classification hiérarchique non supervisée à partir de cette liste de gènes permettait une bonne 

séparation entre les patients et les témoins. Une analyse des voies biologiques potentiellement 

impliquées réalisée à partir de cette liste n’a en revanche pas mis en évidence de voie 

spécifiquement dérégulée. Notamment, nous n’avons pas retrouvé de signature interféron gamma 

inverse, comme cela avait été mis en évidence dans les DCs de rats transgéniques B27 ainsi que dans 

les macrophages de patients atteints de SpA396,402. 

Parmi ces 81 gènes, nous en avons sélectionnés quatre pour une validation technique par 

PCR quantitative : ADAMTS15, CITED2, F13A1 et SELL. Le choix s’est effectué sur la base de la valeur 

p, du fold-change et de la pertinence biologique. ADAMTS15, F13A1 et SELL ont tous été impliqués 

dans des processus inflammatoires472–474. Néanmoins, il existe peu de données concernant leur rôle 

spécifique dans les DCs.  

En ce qui concerne le gène CITED2, il exerce un rôle de co-activateur transcriptionnel et peut 

donc, en fonction du contexte, réguler positivement ou bien négativement  l’expression d’un grand 

nombre de gènes. Nous avons ainsi pu montrer une corrélation inverse entre son niveau 

d’expression et celui d’ADAMTS15 dans les MD-DCs stimulées pendant six heures par le LPS. Des 

corrélations négatives similaires ont été rapportées entre CITED2 et plusieurs membres de la famille 

des métalloprotéinases dont fait partie ADAMTS15, renforçant la validité de nos résultats475. 

Considérant son rôle de co-activateur transcriptionnel, nous avons cherché à identifier les 

gènes dont l’expression était corrélée à CITED2. Nous avons cherché à mettre en évidence des 

différences de co-expression génique entre malades et témoins. Ces analyses ont souligné une forte 

corrélation de CITED2 avec plusieurs gènes de la voie Wnt chez les malades alors qu’une telle co-

expression n’était pas retrouvée chez les témoins. Outre son rôle connu dans la formation osseuse476, 

il a récemment été montré que l’activation de la voie Wnt dans les DCs modifiait l’équilibre entre LT 

régulateurs et lymphocytes de la voie Th17477.  

Perspectives 

Avant d’approfondir l’étude des gènes d’intérêt identifiés dans cette étude trancriptomique, 

il nous a paru indispensable de confirmer ces premiers résultats. Nous avons donc entrepris une 

seconde étude utilisant le même type de puces ARN et le même dessin expérimental. Pour ce faire, 

nous avons obtenu de nouveaux échantillons de MD-DCs provenant de 13 malades et de 11 témoins 
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indépendants HLA-B27– supplémentaires. Nous avons également complété cette cohorte par le 

recrutement de témoins sains HLA-B27+ appartenant à la fratrie des malades ainsi que de témoins 

HLA-B27+ indépendants. Nous espérons ainsi pouvoir déterminer l’influence respective du HLA-B27 

et de la maladie sur le profil d’expression génique. Le recrutement d’apparentés devrait en outre 

permettre de limiter la variabilité d’expression génique inter-individuelle et de gagner en puissance 

statistique478. Enfin, la plupart des paires de germains recrutées appartenant à des familles multiplex 

analysées dans l’étude de liaison, nous espérons pouvoir identifier des différences d’expression 

génique correspondant aux régions chromosomiques liées à la SpA et nous aider ainsi de ces 

variations d’expression pour identifier le(s) gène(s) en cause. 

Du polymorphisme à la fonction : exemple du gène ERAP1 

Du polymorphisme à l’expression génique 

Les GWAS ont permis l’identification d’un grand nombre de polymorphismes associés aux 

maladies complexes. Toutefois, il est souvent difficile d’établir les conséquences fonctionnelles de 

ces variants. Parmi les mécanismes en cause, certains polymorphismes non synonymes altèrent la 

fonction de la protéine codée par le gène à l’intérieur duquel ils sont situés : c’est le cas par exemple 

des polymorphismes de NOD2 associés aux MICI479. Une autre conséquence fonctionnelle possible, 

en est une modification de l’expression d’un gène par l’action directe ou indirecte d’un SNP sur des 

éléments régulateurs : on parle alors d’eQTLs480. L’investigation systématique des SNPs découverts 

dans les GWAS a révélé un enrichissement en eQTLs, témoignant de l’importance de ce mécanisme 

dans la pathogénie des maladies complexes481. 

Dans la SpA, peu de conséquences fonctionnelles ont été décrites pour les polymorphismes 

associés à la maladie, en dehors des gènes IL23R et ERAP1. La plupart des variants d’ERAP1 associés à 

la maladie sont non synonymes et il a été notamment suggéré que le SNP rs30187 altérait la fonction 

enzymatique d’ERAP1 en modifiant la conformation tri-dimensionnelle de l’enzyme. Nous avons 

démontré que les haplotypes d’ERAP1 modulant la susceptibilité à la SpA influençaient le niveau 

d’expression du transcrit d’ERAP1, suggérant ainsi un second mécanisme fonctionnel possible à 

l’origine de l’association génétique ERAP1/SpA. Il s’agit à notre connaissance de la première 

démonstration d’un eQTL associé à la SpA. 

Du gène à la protéine et à la fonction 

Nous avons ensuite montré que les haplotypes d’ERAP1 associés à la SpA influençaient aussi 

le niveau d’expression protéique dans le même sens que celui observé pour les transcrits, faisant 

d’ERAP1 un pQTL (locus associé à un trait quantitatif protéique) sous le contrôle de cet haplotype. 
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Cette vérification était importante, car les variations de l’expression de l’ARNm d’un gène 

n’impliquent pas forcément des variations similaires de l’expression de la protéine qu’il code, en 

raison de possibles modifications post-transcriptionnelles. Ainsi dans une étude systématique 

pangénomique menée par Wu et al., seuls la moitié des eQTLs mis en évidence s’avéraient être 

également des pQTLs482.  

La dernière étape de notre étude a cherché à déterminer dans quelle mesure les 

modifications du niveau d’expression protéique induites par les différents haplotypes d’ERAP1 

pourraient expliquer des différences de niveau d’activité enzymatique mises en évidence dans 

d’autres études 269,357–360,483. Nous avons observé que l’activité enzymatique d’ERAP1 était nettement 

inférieure chez les porteurs de l’haplotype protecteur, mais que les porteurs de l’haplotype neutre et 

de l’haplotype à risque ne présentaient pas de différences majeures. Les polymorphismes d’ERAP1 

associés à la SpA semblent donc moduler le niveau d’activité enzymatique d’ERAP1 en agissant à la 

fois sur la quantité d’enzyme produite et sur la conformation de celle-ci.  

Notre étude permet ainsi de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles des 

polymorphismes d’ERAP1 associés à la SpA. Il reste néanmoins à expliquer quelles sont les 

conséquences fonctionnelles de la modification du niveau d’activité enzymatique d’ERAP1 et en quoi 

ces conséquences pourraient favoriser la survenue de la SpA. Tenant compte de l’interaction 

génétique décrite entre ERAP1 et HLA-B27 – l’association entre ERAP1 et SpA semble restreinte aux 

porteurs de l’allèle B27 –, la première hypothèse était que les variations de l’activité enzymatique 

d’ERAP1 se répercutent sur l’expression du CMH de classe I à la surface cellulaire. Nous n’avons 

toutefois pas confirmé cette hypothèse. Une autre hypothèse validée par plusieurs études serait que 

le niveau d’activité enzymatique d’ERAP1 puisse influencer qualitativement, et non plus 

quantitativement, le peptidome présentés par le CMH de classe I et notamment par HLA-B27359,362,363. 

Il reste toutefois à comprendre par quel(s) mécanisme(s) de telles modifications qualitatives 

pourraient à leur tour influer sur le développement de la SpA. 

Perspectives 

L’approche utilisée dans l’Article 5 combinant génétique et génomique a permis d’identifier 

les conséquences fonctionnelles de certains SNPs d’ERAP1 et ainsi d’avancer dans la compréhension 

des mécanismes liant ERAP1 à la SpA. Nous envisageons de poursuivre ce type d’approche à la 

recherche d’autres eQTLs impliqués dans la SpA. Pour ce faire, l’ensemble des individus inclus dans 

nos études transcriptomiques seront prochainement génotypés à l’aide de la puce Immunochip 

dédiée à l’étude des gènes candidats des maladies inflammatoires et auto-immunes. Nous pourrons 

ainsi mener une étude systématique de corrélation génotype/expression.  
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Conclusions 

Malgré la découverte récente de plus d’une vingtaine de locus de susceptibilité à la maladie,  

l’architecture génétique globale de la SpA reste encore largement inconnue. En effet, si HLA-B27 

semble être un facteur prépondérant, bien que non indispensable à la survenue de la maladie, on 

ignore combien d’autres facteurs génétiques sont en cause et dans quelle mesure ils interagissent 

entre eux ou avec des facteurs environnementaux.  

Durant ces quatre années de thèse, nous avons cherché à identifier de nouveaux facteurs 

génétiques de susceptibilité à la SpA. L’approche génétique familiale nous a permis d’ouvrir de 

nouvelles pistes avec la mise en évidence d’un locus significativement lié à la maladie en 13q13 et 

d’un SNP du gène MAPK14 significativement associé à la SpA. Ces résultats nécessitent toutefois 

d’être approfondis. Le séquençage de la région 13q13 chez des individus appartenant aux familles les 

plus liées à ce locus est en cours. Nous espérons ainsi pouvoir identifier le(s) variant(s) à l’origine du 

signal de liaison. Par ailleurs, le séquençage du gène MAPK14 couplé à des études fonctionnelles 

serait intéressant afin de mieux comprendre l’implication de ce gène dans la SpA. 

Les études menées sur les DCs de patients atteints de SpA en parallèle des études génétiques 

valident chez le patient une partie des anomalies fonctionnelles observées chez le rat transgénique 

HLA-B27. L’analyse du transcriptome de ces cellules a en outre permis de mettre en évidence 81 

gènes différentiellement exprimés entre patients et témoins. Ces résultats nécessitent d’être 

confirmés et une étude de réplication est en cours. Cette étude inclura aussi des témoins HLA-B27+. 

La combinaison des données génétiques et transcriptomiques appliquées à l’étude du gène ERAP1 

apporte un éclairage nouveau à l’association de ce gène à la SpA. En effet, les résultats obtenus 

suggèrent que l’expression de ce gène est sous le contrôle de polymorphismes associés à la maladie. 

Les conséquences de ces variations d’expression restent néanmoins à déterminer. 

Les études menées durant cette thèse nous ont permis d’accumuler un très grand nombre de 

données génétiques et d’expression. Outre l’approfondissement des résultats déjà obtenus, nous 

comptons poursuivre l’étude de ces données en appliquant les stratégies déjà mises en place, afin 

d’en tirer le meilleur parti. L’exemple d’ERAP1 illustre bien la puissance d’une étude combinant les 

données génétiques à celles d’expression. Nous sommes convaincus que, grâce à ce type d’approche 

intégrative, nous pourrons avancer plus rapidement dans la compréhension des mécanismes en 

cause dans la SpA, ce qui devrait permettre des progrès diagnostiques et thérapeutiques significatifs 

pour cette maladie.  
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 ABSTRACT 

Objective: To estimate the prevalence of SpA in reference to HLA-B27 in the French 

population. 

Methods: In 1989, 20,625 employees of the French national gas and electricity company aged 

35-50 years were enrolled in the GAZEL cohort. In 2010, 18,757 still active participants were 

screened by a questionnaire validated for the detection of SpA. Responders with available 

DNA were retained for further studies. Pelvic radiograph and HLA-B27 typing were 

performed in all the self-reported cases of SpA or psoriatic arthritis. Self-reported diagnosis 

was verified by qualified rheumatologist. HLA-B27 determination was also performed in 

subjects without any SpA feature.  

Results: The target population consisted of 6,556 responders with available DNA. Their 

male:female ratio was 3.6 and their mean age was 65.5±3.3 years. A diagnosis of SpA was 

confirmed in 32 of the 72 self-reported cases, 75% of them being HLA-B27 positive. 

Estimated SpA prevalence adjusted for sex was 0.43% (95%CI: 0.26 to 0.70%). HLA-B27 

positivity rate in 2,466 healthy controls was 6.9% (95%CI: 5.9 to 7.9%). The relative risk of 

SpA in HLA-B27+ individuals was 39 (95%CI: 17 to 86).  

Conclusion: We estimated the prevalence of SpA in the French population in 2010 to 0.43%. 

With an estimated prevalence of 75.0% in SpA and 6.9% in healthy controls, HLA-B27 

increased the disease-risk by 39 fold, as compared to HLA-B27 negative subjects. 
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INTRODUCTION 

Spondyloarthritis (SpA) is a frequent chronic inflammatory disorder. Depending on its 

clinico-radiological presentation, it has classically been subdivided into the following subsets: 

ankylosing spondylitis (AS), psoriatic arthritis (PsA), arthritis associated with IBD (AIBD), 

reactive arthritis (ReA) and undifferentiated SpA (uSpA) [1]. More recently, the Assessment 

of SpondyloArthritis international Society (ASAS) developed new classification criteria based 

on the anatomic distribution of rheumatic manifestations, subdividing the disease entity into 

axial and peripheral SpA [2,3]. 

 Until now, most epidemiological studies in the field of SpA have been focused on AS. 

Recently, several studies have embraced all the SpA subtypes together [4] but only one of 

them has taken into account the ASAS classification criteria [5]. One of the goals of these 

criteria was to allow the conduct of clinical trials for the treatment of non-radiographic SpA. 

Several studies using them have already been published and showed response rates to TNF 

blockers similar to those initially reported in AS [6,7]. Thus, it seems important to obtain 

prevalence data according to ASAS classification criteria with regard to public health.  

HLA-B27 is a major genetic factor of susceptibility for SpA. Its population prevalence 

has been previously estimated in many countries, leading to infer the proportion of HLA-

B27+ individuals expected to develop SpA [8,9], but to our best knowledge, such proportion 

has not been directly established in previous studies. HLA-B27 is one of few biologic tests 

that may help with SpA diagnosis and is a key component of internationally validated 

classification criteria for SpA [2,3]. Thus, it is important to determine its prevalence as 

precisely as possible to appreciate the diagnostic performance of the test [10]. 

  The aim of the present work was to estimate the population prevalence of SpA in 

reference to HLA-B27 in a cohort of French workers, the GAZEL cohort. 

 

SUBJECTS AND METHODS 

Subjects 

The GAZEL cohort is an ongoing general population-based cohort established among 

the employees of the French national electricity and gas company (EDF-GDF) [11]. This firm 

employs approximately 150,000 people of diversified socio-economic statuses throughout 

France. The epidemiologic profile of this population is very close to that of the French general 

population [12]. Noteworthy, the staff of this company is very stable because they benefit of 
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protective social advantages. In particular, employees of the company usually start their 

career in the twenties and remain hired by the company, even if they become invalid or unable 

to work because of chronic illness. These conditions minimized the risk of left-censoring 

effect in the cohort (i.e. the risk of missing cases because their chronic illness would keep 

them away from workforce). In January 1989, 44,922 persons (31,411 male employees aged 

40-50 years and 13,511 female employees aged 35-50 years) were invited to enroll in the 

cohort, of whom 20,625 accepted (15,011 men and 5,614 women). Each year, data on health, 

lifestyle, socio-economic and occupational factors were collected via a mail questionnaire. 

Blood samples or buccal cells were stored for approximately one third of the participants. In 

2010, the 18,757 remaining participants were invited to answer to a medical questionnaire 

previously validated for the detection of SpA [13]. All the responders with stored biological 

sample available for DNA extraction were kept for further analysis. This subset of subjects 

with stored biological sample was representative of the whole cohort with regard to most 

determinants [14]. The study flow chart is shown in Figure 1. 

The GAZEL protocol was approved by the French authority for data confidentiality 

(“Commission Nationale Informatique et Liberté”) and by the Ethics Evaluation Committee 

of the “Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM)” (IRB0000388, 

FWA00005831). Informed consent for this specific study was obtained from each participant 

and was approved by the local ethics committees of Ambroise Paré Hospital (Boulogne-

Billancourt, France). 

Screening and validation of SpA diagnosis 

The screening questionnaire researched previous diagnosis of SpA or PsA as well as 

suggestive features of SpA as previously described [13]. Performance of self-reported 

diagnosis of SpA, as previously reported in the French population for an estimated prevalence 

of the disease of 0.5% was close to 100% for negative predictive value and low for positive 

predictive value (9%) [15]. 

This is why patients with self-reported diagnosis of SpA or PsA were interviewed by 

phone by a qualified rheumatologist (RSN) to verify clinical grounds of the diagnosis. For all 

the self-reported cases of SpA or PsA, antero-posterior radiograph of the pelvis and HLA-B27 

typing were performed. Using available information, a diagnosis of SpA was confirmed or 

dismissed by RSN, in reference to ASAS classification criteria for axial and peripheral SpA. 

Peripheral PsA cases who did not fulfill ASAS classification criteria for peripheral SpA (i.e. 

patients suffering of peripheral joint arthritis of symmetric distribution and predominating in 
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the upper limbs, in a context of psoriasis but without other feature of SpA) were classified 

separately. 

All the subjects with available biological samples who had answered negatively to all 

the questionnaire’s items were considered as definite healthy controls from the perspective of 

SpA. Subjects who did not report SpA or PsA but who had answered positively to at least one 

questionnaire’s item were not investigated further. 

Determination of HLA-B27 status 

HLA-B27 status was determined in the suspected SpA cases and in the definite 

healthy controls. Two methods were used for this determination: allele-specific PCR and 

genotyping of the single-nucleotide polymorphism (SNP) rs4349859, known to strongly tag 

HLA-B27 allele [16]. 

DNA extraction 

DNA was extracted from stored buccal cells (n=927) or blood samples (n=1,694). 

Buccal cells had been collected with a sterile cytobrush (Histobrush, Hardwood Products 

Company, USA) by twirling it on the inner cheek. Blood sample had been obtained by 

venipuncture and buffy coat was then isolated and stored. DNA was extracted with QIAamp 

DNA Blood Midi and Mini kit (QIAGEN, Valencia, CA) from buffy coats and cytobrushes 

respectively.  

HLA-B27 status determination  

Exons 2 and 3 of the HLA-B locus were amplified with HLA-B27 specific primers 

(Forward: GGTCTCACACCCTCCAGAAT, Reverse: GCGTCTCCTTCCCGTTCTCA) 

together with GAPDH primers (Forward: ACCACAGTCCATGCCATCA, Reverse: 

CCACCACCCTGTTGCTGT) as internal control. Detection of the amplified products was 

carried out by mean of 2% agarose gel electrophoresis.  

Genotyping of rs4349859 was performed using Taqman genotyping assay (Applied 

Biosystems, Foster City, California, USA) according to manufacturer’s recommendations.  

Statistical methods 

Continuous variables were expressed as mean ± standard deviation. Crude and sex-

adjusted prevalence were estimated. Adjusted prevalence was calculated based on the sex 

distribution in the source population as determined by the last national census (2010) [17]. 

The 95% confidence intervals (95%CI) were constructed using the logit transformation [18]. 
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To evaluate SpA prevalence according to HLA-B27 status, we estimated the number of HLA-

B27 positive subjects based on HLA-B27 typing in healthy controls and individuals having 

reported SpA. Categorical variables were compared using the chi-square test and continuous 

variables using the Student’s T test. The level of type I error used to determine statistical 

significance was 5%. Statistical analyses were performed with R for Windows, version 2.15.1. 

 

RESULTS 

Characteristics of the population  

As shown in Figure 1, 18,757 subjects (91% of the initial cohort) were screened for 

participation by a dedicated questionnaire. The overall response rate was 74.5%. Among the 

responders, 6,556 had stored buccal cells or buffy coat sample available for DNA extraction, 

representing 34.9% of the screened cohort. They constituted the target population for the rest 

of the study. Participants included in this study were not different from the whole GAZEL 

cohort, except for being more often retired and having a higher socio-economical level. 

SpA prevalence 

Seventy-two subjects declared to have AS, SpA or PsA. As shown in Figure 2, a 

diagnosis of SpA was confirmed in 32 of them, a diagnosis of peripheral PsA in 7 of them, 

and another diagnosis in 28 of them. In 2 cases, diagnosis remained doubtful. Clinical 

characteristics of the confirmed cases are summarized in Table 1 and presented in details in 

Supplementary table 1. All the confirmed cases fulfilled ASAS classification criteria for SpA 

and 75.0% of them were HLA-B27 positive (80% of the AS cases and 67% of the other SpA 

cases). 

The overall sex-adjusted estimated prevalence of SpA was 0.43% (95%CI: 0.26 to 

0.70%). Table 2 shows the prevalence of SpA, according to age, sex and HLA-B27 status. 

There was no significant difference in prevalence according to age or sex.   

HLA-B27 prevalence in healthy controls  

Individuals having answered negatively to all items of the arthritis questionnaire (n = 

2,551, i.e. 38.9% of the target population) were considered as definite healthy controls and 

used for HLA-B27 status determination, by allele-specific PCR.  

Overall, 6.9% (95%CI: 5.9 to 7.9%) of the tested samples were HLA-B27 positive. 

There was no significant difference between males and females. However, a trend towards a 
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lower rate of HLA-B27 was observed in subjects older than 70 years (5.1%; 95%CI: 3.4 to 

7.4%), as compared to younger subjects (7.3%; 95%CI: 6.2 to 8.6%), that was close to 

significance (p=0.06) (Table 3). The relative risk of developing SpA in HLA-B27 positive 

individuals, as compared to HLA-B27 negative ones was 39 (95%CI: 17 to 86). 

The minor allele frequency of rs4349859 (corresponding to allele A which tags HLA-

B27) was 6.8% (95%CI: 5.9 to 7.9%). In comparison to HLA-B27 PCR results, rs4349859 

showed high specificity (99.7%) and sensitivity (97.0%) for HLA-B27 detection.  

 

DISCUSSION 

Accurate public health planning requires reliable epidemiologic data to be effective. 

Although several recent studies have estimated the prevalence of SpA [4], as far as we know, 

the present study is the first to estimate both SpA and HLA-B27 prevalence in a single large-

scale cohort. Moreover, to our knowledge, it is the first to report the prevalence of SpA in the 

general population, according to ASAS classification criteria, since Strand et al. studied SpA 

prevalence in US rheumatology practices [5]. By screening subjects from the French GAZEL 

cohort of more than 56 years old, we estimated SpA prevalence around 0.43% and that of 

HLA-B27 carriers around 6.9% in healthy controls and 75.0% in SpA patients.  

Such SpA prevalence appears higher than the 0.3% value reported by Saraux et al. 

from a survey conducted in the French adult population, in 2001 [19], albeit the 95%CI of 

estimate overlaps between both studies. Such discrepancy can be explained by the fact that the 

age of subjects investigated here was ≥ 57 years. Given that a diagnosis of SpA is most of the 

time made before the age of 50 years [20], one can assume that the present study yielded a 

close approximate of the cumulative risk of developing SpA in the French population. 

Consistent with other recently published studies, we observed no significant variation in 

prevalence according to sex [19,21]. AS was by far the most common subtype of SpA in our 

study (69%), which may appear different from other studies, in which PsA and/or uSpA were 

found more frequent than AS [9,19,22]. Two major factors could explain such apparent 

discordance. First, pelvic radiograph was obtained in SpA cases in a systematic fashion only 

in our study. Secondly, subjects in the present study were older than in previous ones at the 

time of ascertainment and some of those presenting at first with uSpA or PsA could have 

progressed to AS over time [23,24]. 

To estimate SpA prevalence, it is important to target a general population sample and 

not only patients referred to rheumatologist. This is why we used the GAZEL cohort, which is 

composed of subjects from of all French regions and of various socio-economic statuses. 
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Several studies have shown that the epidemiologic profile of the cohort is close to that of the 

French general population in terms of distribution of disorders and of causes of death [25,26]. 

Nevertheless some bias could be seen as a limitation to generalization of those results to the 

entire French population. First, there was a high proportion of men in the cohort. Second, all 

the subjects were more than 55 years old. Third, GAZEL participants were volunteers, thus 

subject to a selection effect potentially associated with their health status [27]. Fourth, French 

nationality is required to be employed in EDF-GDF, thus ethnic variability in the cohort was 

lower than in the general population.  

However, such potential biases should be very limited: the prevalence rate of SpA was 

similar between men and women and we calculated sex-adjusted prevalence. Although elderly 

onset of SpA is possible [28], we can consider that very few cases should occur later given the 

age of the population studied and that we have estimated here the cumulative prevalence of 

SpA. Thus we did not adjust prevalence for age. It is unlikely that having a SpA could 

introduce a selection bias in EDF-GDF recruitment. Indeed, mean age at recruitment in the 

company was around 20 years and once recruited, all the individuals remained in the company 

and were proposed to enter the cohort, even in case of work disability or long-term illness. 

Moreover, in previous studies having assessed confounding factors in the GAZEL cohort, 

rheumatic condition was not associated with initial participation nor with attrition during 

follow-up [12,29]. All these data support that the GAZEL cohort can be considered as 

representative of the French Caucasian population.  

As another possible source of bias, our screening was based on self-reported diagnosis 

so that we might have missed some undiagnosed cases, in particular in those individuals who 

had declared some SpA features. Again, such bias should be minor, as previously reported 

negative predictive value of self-reported SpA being close to 100% [15]. Self-reported 

diagnoses were validated by phone interview by a qualified rheumatologist. Previous reports 

suggested that telephone survey may represent a reliable alternative to face to face interview 

[15,19] with no major differences in the responses obtained with the two methods [30]. 

In the present study, the estimated HLA-B27 prevalence in the French population was 

6.9% in controls, a result close to that of a recent study reporting a HLA-B27 prevalence of 

7.5% in non-Hispanic white subjects, in US [31]. We inferred a 39-fold relative risk of 

developing SpA in HLA-B27 positive, as compared to B27 negative individuals. Braun et al. 

reported a lower relative risk in HLA-B27 individuals from the Berlin population (20.7) but 

the SpA prevalence used to estimate it (1.9%) was probably overrated in their initial study 

[32]. 



 

249 
 

Interestingly, a trend towards lower rate of HLA-B27 positivity was found in subjects 

older than 70 years. In our study, the lowest rate of B27 was observed in persons born during 

the Second World War. Since many epidemics have occurred during this period in France, it 

may suggest a higher susceptibility of HLA-B27 positive individuals to tuberculosis or other 

unidentified infectious disease [33]. This observation is reminiscent of that recently reported 

in the US population by Reveille et al [31] in subjects aged 50-69 years. The shift observed in 

age range may reflect differences in pathogens exposure between France and USA. 

 We assessed the presence of HLA-B27 by direct PCR genotyping and also by 

genotyping rs4349859, a surrogate marker for B27 [16]. Our study showed good agreement 

between both methods. Thus, we confirmed that genotyping rs4349859 is a highly specific 

method to detect HLA-B27 that can be used to screen large population samples, in particular 

for epidemiological studies. 

In conclusion, cumulative SpA prevalence in the French population in 2010 was 

slightly higher than that previously reported in France in 2001, with a high proportion of AS. 

Although less than 5% of HLA-B27 carriers have developed SpA, disease relative risk 

conferred by this antigen was high with a 39-fold increase. The trend towards decreased 

HLA-B27 rate in older subjects could also suggest other role for this molecule with a possible 

higher childhood-related mortality in HLA-B27 carriers due to exposure to infectious peril 

having vanished since the 50s in France. 
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TABLES AND FIGURES 

Table 1. Clinical characteristics of confirmed SpA cases 

Characteristic SpA (n=32) 

Age in years, mean ± SD 

Disease duration in years, mean ± SD 

Sex distribution: cases/total under study 

- Men 

- Women 

HLA-B27 positivity, % 

Axial manifestations  

- Inflammatory back pain, % 

- Radiographic sacroiliitis
*
, % 

Peripheral manifestations 

- Peripheral arthritis, % 

- Peripheral enthesitis, % 

Extra-articular manifestations 

- Uveitis, % 

- Psoriasis, % 

- Inflammatory bowel disease, % 

ASAS classification criteria fulfillment 

- ASAS axial SpA, % 

- ASAS peripheral SpA, % 

SpA subtype** 

- AS, % 

- uSpA, % 

- PsA, % 

- AIBD, % 

67.0 ± 3.5 

31.0 ± 11.1 

 

27/5,140  

5/1,416  

75.0 

 

75.0 

66.7 

 

50.0 

59.4 

 

15.6 

40.6 

12.5 

 

75.0 

25.0 

 

66.7 

13.3 

16.7 

3.3 

The registered manifestations correspond to those present at the time of investigation, or retrieved from past-medical 

history.  

Inflammatory bowel disease: Crohn’s disease or ulcerative colitis; ASAS, Assessment of SpondyloArthritis 

international Society; AS, ankylosing spondylitis; uSpA, undifferentiated spondyloarthritis; PsA, psoriatic arthritis; 

AIBD, Inflammatory bowel disease-associated arthritis;. 

* Refers to radiographic sacroiliitis ≥ grade II bilateral or grade III unilateral in 30 confirmed SpA cases with 

available pelvic X-ray. 

** Subtype was determined in 30 confirmed SpA cases with available pelvic X-ray 
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Table 2. Prevalence of SpA in the GAZEL cohort in 2010. 

Target population Sample, n SpA cases, n Prevalence, % (95%CI) 

All population 

- Crude  

- Sex-adjusted 

 

6,556 

 

32 

 

0.48 (0.34 - 0.69) 

0.43 (0.26 - 0.70) 

Age group 

- 57 - 64 years 

- ≥ 65 years 

 

2,797 

3,759 

 

9 

23 

 

0.32 (0.17 - 0.62) 

0.61 (0.41 - 0.92) 

Sex 

- Male 

- Female 

 

5,140 

1,416 

 

27 

5 

 

0.53 (0.36 - 0.77) 

0.35 (0.11 - 0.85) 

HLA-B27 

- Negative 

- Positive 

SpA subtype 

- AS 

- PsA 

- uSpA 

- AIBD 

 

6,084* 

472* 

 

6,556 

6,556 

6,556 

6,556 

 

8 

24 

 

20 

5 

4 

1 

 

0.13 (0.07 - 0.26) 

5.08 (3.43 - 7.47) 

 

0.31 (0.20 - 0.47) 

0.08 (0.03 - 0.18) 

0.06 (0.02 - 0.16) 

0.02 (0.002-0.11) 

* Estimation based on HLA-B27 typing in a sample of healthy controls (n = 2,466) and in 

individuals having reported SpA (n = 72) 



 

255 
 

Table 3. Prevalence of HLA-B27 in healthy controls of the GAZEL cohort in 2010. 

Group Sample, n HLA-B27+ subjects, n Prevalence, % (95% CI) 

All 2,466 169 6.9 (5.9 - 7.9)  

Age group 

- 57 – 64 years 

- 65 – 69 years 

- ≥ 70 years 

 

731 

1,202 

533 

 

55 

87 

27 

 

7.5 (5.8 - 9.7) 

7.2 (5.9 - 8.9) 

5.1 (3.5 - 7.3) 

 

Sex 

- Male 

- Female 

 

2,040 

426 

 

134 

35 

 

6.6 (5.6 - 7.7) 

8.2 (5.9 - 11.2) 
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Figure 1. Study flow chart 
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Figure 2. Diagnosis flow chart 
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Supplementary table 1. Detailed clinical characteristics of confirmed SpA and peripheral PsA cases 

 

 

 

Patient Sex Age Age at onset IBP Enthesitis Arthritis Uveitis Psoriasis IBD Radiographic sacro-iliitis HLA-B27 SpA subtype 

Axial SpA 

1 Male 73 16 Yes Yes No No No No Grade IV Positive AS 

2 Male 73 18 Yes No Yes Yes No No Grade IV Positive AS 

3 Male 64 22 Yes Yes No Yes No No Grade IV Positive AS 

4 Male 64 29 Yes Yes Yes Yes No No Grade IV Positive AS 

5 Female 70 32 Yes No No Yes No No Grade IV Positive AS 

6 Male 64 25 Yes Yes No No No No Grade IV Positive AS 

7 Male 70 32 Yes No No No No No Grade IV Positive AS 

8 Male 67 30 Yes Yes No No No No Grade IV Positive AS 

9 Male 69 25 Yes Yes No No No No Grade IIb  Positive AS 

10 Male 66 28 Yes No No No No No Grade IIb  Positive AS 

11 Male 70 25 Yes No No No No No Grade IV Negative AS 

12 Male 72 30 Yes Yes No No Yes No Grade III Positive AS 

13 Male 68 15 Yes No Yes No Yes No Grade IV Positive AS 

14 Male 65 25 Yes Yes No No Yes No Grade IV Positive AS 

15 Male 70 43 Yes No Yes No Yes Yes Grade III Positive AS 

16 Male 68 25 Yes Yes Yes No Yes Yes Grade IV Negative AS 

17 Male 65 52 Yes No No No No Yes Grade IIb  Negative AS 

18 Male 65 20 Yes No No No No No No sacro-iliitis Positive uSpA 

19 Male 68 26 Yes Yes No No No No No sacro-iliitis Positive uSpA 

20 Male 73 30 Yes Yes No No No No No sacro-iliitis Positive uSpA 

21 Female 59 30 Yes Yes No No No No No sacro-iliitis Positive uSpA 

22 Male 66 50 Yes Yes Yes No Yes No NR Positive ND 

23 Male 64 40 Yes No Yes No Yes No No sacro-iliitis Negative PsA 

24 Female 60 35 Yes Yes Yes Yes No Yes No sacro-iliitis Negative AIBD 



 

259 
 

Patient Sex Age Age at onset IBP Enthesitis Arthritis Uveitis Psoriasis IBD Radiographic sacro-iliitis HLA-B27 SpA subtype 

Peripheral SpA 

25 Male 67 40 No No Yes No Yes No Grade III Positive AS 

26 Male 64 50 No No Yes No Yes No Grade IIb  Negative AS 

27 Female 70 61 No Yes Yes No No No Grade III Positive AS 

28 Male 65 36 No Yes Yes No Yes No No sacro-iliitis Positive PsA 

29 Male 64 30 No No Yes No Yes No No sacro-iliitis Negative PsA 

             30 Male 64 36 No Yes Yes No Yes No No sacro-iliitis Negative PsA 

31 Female 70 20 No Yes Yes No No No NR Positive ND 

32 Male 67 17 No Yes Yes No Yes No No sacro-iliitis Positive PsA 

Peripheral PsA 

1 Male 64 50 No No Symmetric No Yes No No sacro-iliitis Negative Peripheral PsA 

2 Male 69 55 No No Symmetric No Yes No NR Negative Peripheral PsA 

3 Male 64 60 No No Symmetric No Yes No NR Negative Peripheral PsA 

4 Male 68 32 No No Symmetric No Yes No  No sacro-iliitis Negative Peripheral PsA 

5 Male 72 45 No No Symmetric No Yes No NR Negative Peripheral PsA 

6 Male 68 47 No No Symmetric No Yes No No sacro-iliitis Negative Peripheral PsA 

7 Male 65 55 No Yes Symmetric No Yes No No sacro-iliitis Negative Peripheral PsA 

  

 

The registered manifestations correspond to those present at the time of investigation, or retrieved from past-medical history.  

IBP: inflammatory back pain; IBD: Inflammatory bowel disease; AS, ankylosing spondylitis; uSpA, undifferentiated spondyloarthritis; PsA, psoriatic arthritis; 

AIBD, Inflammatory bowel disease-associated arthritis; NR: not realized; ND: not determined 

 



 

260 
 

 

Annexe 2 

Abstract accepté en comunication affichée au congrès européen de rhumatologie (EULAR) 2014 et en 
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la Société Française de Rhumatologie 2014 

 

Factors associated with radiographic sacroiliitis in spondyloarthritis (SpA): results from 

cross-sectional and longitudinal analyses in a cohort of multiplex families. 

Félicie Costantino
1,2,3
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University (UVSQ), Montigny-le-Bretonneux, 78180, France; 

3 –INSERM U987, UVSQ, Montigny-le-Bretonneux, 78180, France; 

Background – Radiographic sacroiliitis is an important outcome in SpA and is mandatory to 

establish a diagnosis of ankylosing spondylitis (AS). However, few data are available on the 

factors associated with radiographic sacroiliitis and even less on the predictors of progression 

from nonradiographic SpA to AS.   

Objectives – to identify factors associated with radiographic sacroiliitis in a cross-sectional 

study and predictors of progression to AS in a longitudinal study of SpA patients with 

positive family history.  

Methods – The studied cohort consisted of 1,358 patients fulfilling the ASAS criteria for SpA 

and having at least one first- or second-degree SpA-affected relative, who were recruited by 

the Groupe Français d’Etude Génétique des Spondylarthrites (GFEGS) and followed 

longitudinally. Anteroposterior radiographs of the pelvis were examined blindly and 

independently by 2 qualified examiners (RSN, MB), using the modified New York grading 

system. Definite radiographic sacroiliitis corresponded to a grade ≥ 2 bilateral, or grade ≥ 3 
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unilateral. Association between definite radiographic sacroiliitis at inclusion and demographic 

and clinical variables was examined using univariate and multivariate regression analysis. Of 

the 448 cases without definite sacroiliitis at inclusion, 160 patients were followed-up (with 

new pelvic X-ray) for 2 to 15 years. Factors associated with progression to definite sacro-

iliitis were assessed by regression analysis in univariate analysis only because of the smaller 

study sample 

Results – In multivariate analysis, factors positively associated with definite sacroiliitis at 

inclusion were male sex (p=7x10
-8

), younger age at disease onset (p=0.04), longer disease 

duration (p=0.0005), HLA-B27 positivity (p=0.02), inflammatory back pain (p=0.02) and 

uveitis (p=9.8x10
-5

). The only negatively associated factor was enthesitis (p=0.002). In 

longitudinal study, 38 of the 160 patients (23.75%) developed definite sacroiliitis after a mean 

follow-up duration of 8.8 ± 3.0 years. The only baseline factor associated with progression to 

definite sacroiliitis throughout follow-up was a low grade radiographic sacroiliitis at inclusion 

(p=0.002). Uveitis and buttock pain occurring during the follow-up period were also 

associated with progression to definite sacro-iliitis (p=0.04 and p=0.05, respectively). 

Conclusions – After an average follow-up duration of almost 9 years, 23.75% of the patients 

with non-radiographic SpA had developed definitive sacroiliitis (i.e. AS). Factors associated 

with definitive radiographic sacroiliitis were male sex, younger age at disease, longer disease 

duration, HLA-B27 positivity, inflammatory back pain, uveitis and lack of enthesitis in the 

baseline cross-sectional analysis, and low grade radiographic sacroiliitis at inclusion, uveitis 

and buttock pain during the follow-up in the longitudinal follow-up study.  
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RÉSUMÉ 

 

La spondyloarthrite (SpA) est une maladie multifactorielle complexe possédant une forte 

composante héréditaire, reflet d’un terrain génétique prédisposant. Les études familiales ont 

permis d’estimer l’héritabilité de la maladie à plus de 90% et d’établir son caractère 

multigénique. En effet, si l’antigène HLA-B27 est le facteur majeur de susceptibilité à la 

maladie, expliquant à lui seul 25 à 50% de la prédisposition génétique, plus de 20 autres locus 

de susceptibilité à la maladie ont été identifiés ces dernières années grâce à de vastes études 

d’association pan-génomiques (Genome Wide Association Studies ou GWAS).  

Un grand nombre de polymorphismes de susceptibilité sont partagés entre la SpA et d’autres 

maladies inflammatoires qui lui sont fréquemment associées comme les maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin ou le psoriasis. Par ailleurs, des études génétiques 

s’intéressant à l’ensemble des sous-types de SpA ont permis de confirmer certaines des 

associations déjà mises en évidence dans la spondylarthrite ankylosante (SA), sous-type 

emblématique de la maladie. L’ensemble de ces éléments est en faveur d’un terrain génétique 

partagé entre ces différentes pathologies. 

Ces découvertes ont également permis d’identifier ou de confirmer de nouvelles voies 

intervenant dans la survenue de la SpA comme la voie de différenciation lymphocytaire Th17 

ou la famille des aminopeptidases. Des études fonctionnelles ont également démontré les 

conséquences de certains polymorphismes de susceptibilité (comme le polymorphisme 

rs30187 dans le gène ERAP1 ou rs11209026 dans le gène IL23R) permettant de mieux 

comprendre l’implication des locus dans la maladie. Cependant, le polymorphisme causal 

reste à identifier pour la majorité des locus de susceptibilité.  

Malgré les découvertes récentes, l’ensemble des variants identifiés à ce jour n’explique 

qu’une très faible partie de la prédisposition génétique totale et le défi actuel consiste à 

identifier ce qui constitue encore la part « d’héritabilité manquante ». Le développement 

rapide du séquençage haut débit pourrait aider à la découverte de variants rares, difficiles à 

identifier par les approches GWAS classiques. 
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ABSTRACT 

 

Spondyloarthritis (SpA) is a chronic complex disease with high heritability reflecting a 

predisposing genetic background. Heritability has been estimated around 90% and familial 

studies have established a polygenic transmission of the disease. The most important part of 

heritability comes from the HLA-B27 allele (explaining 25 to 50% of the heritability). More 

recently, large genome wide association studies (GWAS) have identified more than 20 other 

susceptibility loci. 

There is a susbstantial overlap between the loci associated with SpA and other inflammatory 

diseases frequently associated to SpA, such as inflammatory bowel disease or psoriasis. 

Moreover recent genetic association studies have demonstrated that some of the 

polymorphisms associated with AS, the prototypical form of SpA, are also associated with the 

whole SpA. These results are in favour of a shared genetic background between these 

diseases.  

All these susceptibility loci highlight several pathways potentially involved in the disease 

pathogenesis such as the Th17 pathway or genes belonging to aminopeptidase family. 

Functional studies have also demonstrated consequences of several polymorphisms associated 

with SpA (such as rs30187 in ERAP1 or rs11209026 in IL23R). However causal 

polymorphism remains to be identified for most of the susceptibility loci. 

Despite the recent discoveries, less than 5% of the heritability is now explained by these loci. 

The current challenge is to identify “missing heritability”. Next-generation sequencing could 

be very useful to discover rare variants, hard to identify with conventional GWAS 

approaches.  
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Introduction  

La spondyloarthrite (SpA) est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent 

en France après la polyarthrite rhumatoïde avec une prévalence estimée à 0,43% [1]. Elle se 

caractérise par se forte agrégation familiale témoignant de la présence d’un terrain génétique 

prédisposant. La survenue d’arthrites réactionnelles dans les suites d’une infection bactérienne 

suggère également l’implication de facteurs environnementaux. La SpA peut donc être 

considérée comme une pathologie au déterminisme complexe médié par de multiples facteurs 

à la fois génétiques et environnementaux pouvant interagir entre les uns avec les autres.  

Épidémiologie génétique de la SpA 

Caractérisation phénotypique : SpA ou spondylarthrite ankylosante (SA) ? 

La détermination du phénotype à étudier est cruciale pour interpréter la signification et 

la validité des études génétiques. La plupart des études génétiques dans le domaine des SpA 

se sont restreintes à la SA, sous-type emblématique de la maladie. L’avantage d’étudier ce 

sous-type est d’obtenir un groupe de malades considéré comme homogène, car ayant tous une 

atteinte radiologique suffisamment évoluée pour rendre le diagnostic indiscutable.  

Cependant, certains apparentés de patients atteints de SA développent d’autres sous-

types de la maladie comme en témoignent l’étude de familles « multiplex » de SpA (au moins 

deux atteints par famille) menée par le Groupe Français d’Etude Génétique des 

Spondylarthrites (GFEGS) [2-4]. La principale conclusion de ces études familiales est que les 

différents sous-types de SpA peuvent être considérés comme des variations phénotypiques 

d’une seule maladie. L’étude combinée de l’ensemble des sous-types pourrait donc permettre 

d’avoir une vision plus complète du terrain génétique en rapport avec la maladie. 

La SpA, une maladie ayant une forte composante héréditaire 

Les études familiales ont permis de déterminer le poids des facteurs génétiques dans la 

survenue de la SpA. En effet, l’indice de récurrence chez les apparentés au premier degré, 

c'est-à-dire le risque d’être malade si l’on a un parent malade, rapporté au risque dans la 

population générale, a été évalué à 40 pour la SpA prise dans son ensemble [5] et à 80 pour le 

sous-type SA [6]. L’étude de jumeaux renforce l’implication des facteurs génétiques dans la 

SpA puisque le taux de concordance pour la SA est plus élevé chez les jumeaux monozygotes 

que chez les jumeaux dizygotes [7-9]. L’héritabilité a ainsi pu être estimée à 90%, ce qui est 

très élevé pour une maladie dite « complexe » [6].  
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Les données familiales ont également permis d’établir un modèle de transmission de la 

maladie. Il a ainsi été proposé à la fin des années 1990 un modèle impliquant de 3 à 9 gènes 

(incluant le HLA-B27) exerçant entre eux des effets multiplicatifs [6]. Au regard des 

découvertes récentes, le nombre total de gènes en cause semble toutefois beaucoup plus 

important qu’initialement supposé, et le modèle exact de transmission reste à préciser.  

Facteurs génétiques de susceptibilité à la SpA avant l’ère des Genome Wide Association 

Studies (GWAS) 

HLA-B27, un facteur prépondérant dans la SpA 

L’association de l’antigène HLA-B27 avec la SA a été découverte au début des années 

1970 [10,11] puis confirmée pour la plupart des autres sous-types de SpA [12]. Il s’agit d’une 

des plus fortes associations entre une molécule HLA et une maladie. En effet le risque de 

développer une SpA chez les porteurs de l’allèle HLA-B27 est multiplié environ par 40 par 

rapport aux non-porteurs [1]. L’implication du HLA-B27 dans la survenue de la SpA a été 

renforcée par le modèle de rat transgénique pour cette molécule qui développe une 

symptomatologie très proche de celle décrite chez les patients (atteintes inflammatoires 

articulaires, digestives et cutanées) [13]. Toutefois, le mécanisme de cette association reste 

encore largement incompris. Nous aborderons cette question dans l’article de cette 

monographie consacré à l’immunopathologie de la maladie. 

HLA-B27 est donc un acteur majeur dans la pathogénie de la SpA. Il n’est cependant 

ni nécessaire, ni suffisant à sa survenue. En effet, près de 20% des malades ne sont pas 

porteurs de cet allèle [1]. De plus, parmi les porteurs du HLA-B27, seuls 3 à 5% développent 

une SpA [1,14]. Ce pourcentage passe à 20% chez les patients HLA-B27+ apparentés à un 

malade suggérant la présence d’autres facteurs génétiques partagés [14]. L’étude de paires de 

jumeaux B27+ conforte cette hypothèse puisque la différence du taux de concordance entre 

jumeaux monozygotes et dizygotes persiste si l’on ne considère que les individus B27+ [7]. 

Etudes de liaison 

Afin d’identifier des gènes de susceptibilité autres que HLA-B27, les chercheurs ont 

tout d’abord utilisé les méthodes développées pour les maladies mendéliennes monogéniques 

parmi lesquelles les analyses de liaison. Ces analyses consistent à étudier la transmission de 

polymorphismes répartis sur l’ensemble du génome au sein de familles multiplex. Une liaison 

existe si la distance entre le gène de susceptibilité (et donc indirectement la maladie) et le 
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polymorphisme étudié est suffisamment faible pour qu’ils soient transmis ensemble d’une 

génération à l’autre, sans recombinaison. 

Trois analyses de liaison pan-génomiques ont été publiées au début des années 2000, 

deux dans la SA et une dans la SpA [15-17]. Elles n’ont révélé que deux locus 

significativement liés à la maladie en dehors du complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH) : 16q et 9q31-34 (tableau 1). Cette dernière région ayant été identifiée dans deux des 

études, elle a été dénommée SPA2 (le locus SPA1 correspondant à la région du complexe 

majeur d’histocompatibilité comprenant HLA-B27). Une étude approfondie de cette région a 

permis la découverte d’un haplotype de six SNPs à proximité de TNFSF15 et d’un SNP 

intronique dans TNFSF8 significativement associés à la maladie [18,19].  

Etudes d’association gène-candidat 

Les études d’association sont une approche complémentaire aux analyses de liaison. 

Ce type d’étude consiste à comparer entre des patients indépendants (sans lien de parenté 

entre eux) et des témoins la fréquence de variants génétiques situés dans des gènes dont la 

fonction pourrait jouer un rôle dans la SpA. De nombreuses études de ce type ont été réalisées 

dans la SpA, le choix des gènes testés s’étant basé sur des connaissances physiopathologiques 

préalables, sur l’étude de modèles animaux ou encore sur le rapprochement fait avec d’autres 

pathologies proches comme la maladie de Crohn ou le psoriasis. Malgré leur grand nombre, 

ces études ont été globalement peu fructueuses, se heurtant le plus souvent à la difficulté de 

confirmer les résultats dans une deuxième population. 

L’ère des GWAS 

Facteurs de susceptibilité identifiés  

Les études gène-candidat partent d'une hypothèse physiopathologique a priori et se 

limitent généralement à ce qui est déjà connu de la pathologie. Le développement des 

méthodes de génotypage à haut débit a permis de s’affranchir de cette nécessité et de réaliser 

des études portant sur l’ensemble du génome. La majorité des gènes de susceptibilité à la SpA 

en dehors du HLA-B27 ont été identifiés grâce à ces GWAS. 

Quatre études de ce genre ont été réalisées dans le sous-type SA, 3 dans des 

populations caucasiennes [20-22] et une dans une population asiatique (Chinois de l’ethnie 
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Han) [23]. Ces études ont permis d’identifier 13 locus de susceptibilité à la SA en dehors du 

CMH chez les Caucasiens et 2 locus additionnels chez les Chinois Han (tableau 2).  

Plus récemment ont été publiés les résultats d’une étude gènes-candidats haut-débit 

analysant simultanément un grand nombre de locus potentiellement impliqués dans les 

maladies auto-immunes ou inflammatoires. Cette vaste étude internationale a inclus plus de 

10000 patients atteints de SA et 15000 témoins. Outre la confirmation de la plupart des 

facteurs génétiques identifiés lors des précédents GWAS, 13 nouveaux locus de susceptibilité 

ont été identifiés (tableau 2) [24].  

Que nous apprennent ces nouveaux facteurs sur la SpA? 

Plusieurs points sont à souligner concernant les résultats des GWAS. Tout d’abord, de 

nombreux gènes de susceptibilité appartiennent à la voie de différentiation lymphocytaire 

Th17 fortement associée aux réponses pro-inflammatoires (IL23R, IL12B, STAT3, TYK2, 

IL6R, IL27, IL1R2/IL1R1). L’implication de cette voie dans la SpA est renforcée par plusieurs 

observations in vivo que ce soit dans des modèles animaux [25,26] ou chez l’homme [27]. 

Plusieurs essais thérapeutiques cherchant à bloquer cette voie sont en cours avec des résultats 

encourageants notamment pour le secukinumab (anti-IL17) [28]. 

La forte association de plusieurs polymorphismes d’ERAP1 à la SpA suggère 

également l’implication du processus de présentation antigénique de peptides par le CMH de 

classe I dans la survenue de la maladie. Ce gène code pour une aminopeptidase du réticulum 

endoplasmique (RE) qui a comme principale fonction de couper les peptides à une longueur 

optimale pour permettre leur présentation par le CMH de classe I. L’implication du processus 

de présentation antigénique et de l’apprêtement des peptides est renforcée par l’association à 

la SA de polymorphismes d’autres aminopeptidases (ERAP2 et LNPEP et NPEPPS) [24,29] 

(figure 1). De façon  intéressante, une forte interaction génétique a été mise en évidence entre 

le SNP rs30187 du gène ERAP1 et HLA-B27 [22,24]. En effet, l’allèle T de ce SNP ne 

prédispose à la SpA que chez les porteurs du HLA-B27.  

Il faut enfin noter que l’ensemble ces nouveaux locus n’explique qu’une très faible 

fraction de la prédisposition génétique à la maladie : en effet, la fraction du risque attribuable 

à l’ensemble des facteurs de susceptibilité identifiés en dehors du CMH a été estimée à 4,3% 

contre 20,1% pour HLA-B27 (figure 2) [24]. La majeure partie de la susceptibilité génétique 

à la SpA reste donc encore à expliquer. 
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Les facteurs génétiques identifiés dans la SA sont-il des facteurs de susceptibilité à 

l’ensemble des SpA ? 

Peu d’études génétiques se sont intéressées aux SpA dans leur globalité. Compte-tenu 

des résultats des études familiales du GFEGS et du partage de certains facteurs génétiques 

avec d’autres pathologies appartenant au spectre des SpA comme la maladie de Crohn ou le 

psoriasis, notre équipe a cherché à savoir si certains des facteurs génétiques associés à la SA 

l’étaient aussi aux autres sous-types de SpA [30-32].  

Ces études ont montré que certains polymorphismes sont associés à l’ensemble des 

SpA alors que dans d’autres cas, l’association est restreinte à certains sous-types. Ainsi, les 

polymorphismes d’ERAP1 sont associés à l’ensemble des SpA [31]. L’étude de 

polymorphismes au sein du cluster de gènes de l’IL1 a quant à elle révélé des différences 

entre sous-types : le SNP rs1894399 de l’IL1A semble plus spécifiquement associé à la SA et 

le SNP rs3811058 de l’IL1F10.3 aux formes non ankylosantes de la maladie [30]. Enfin, le 

SNP non synonyme de l’IL23R rs11209026 est fortement associé à la SA alors qu’il n’est pas 

associé aux formes non ankylosantes de la maladie [32]. L’effet sur l’ankylose semble être en 

lien avec une modulation de l’inflammation systémique puisque ce SNP est également associé 

au taux de protéine C-réactive (CRP) dont l’augmentation est un facteur de risque d’ankylose 

[33]. Les résultats de ces études tendent donc à montrer qu’il existe un socle de facteurs 

génétiques communs aux SpA alors que d’autres facteurs ont plutôt un rôle de modulateur 

phénotypique. 

Le post-GWAS  

Du polymorphisme à la fonction 

L’un des principaux défis restant à relever est d’identifier les polymorphismes causaux 

à l’intérieur de chacun des locus de susceptibilité et d’essayer d’en comprendre les 

conséquences fonctionnelles. L’étude des locus IL23R et ERAP1 a déjà permis des avancées 

significatives. 

Plusieurs polymorphismes du gène du récepteur de l’IL23 ont été associés à la 

maladie. Le signal d’association semble être expliqué en majeure partie par le SNP 

rs1120926, dont l’allèle mineur A diminue le risque de développer la maladie [20]. Les études 

fonctionnelles menées sur ce variant protecteur ont permis de conclure qu’il s’agissait d’un 

variant perte de fonction entraînant une diminution de la signalisation en aval du récepteur de 
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l’IL23 [34-36]. Ces études rejoignent l’observation d’une association entre ce SNP et le 

niveau de CRP [32] et permettent de proposer un modèle expliquant son association avec 

l’ankylose (figure 3). 

Compte-tenu du très fort déséquilibre de liaison dans le gène ERAP1, la détermination 

du polymorphisme causal s’est révélée plus compliquée que pour l’IL23R. Toutefois, il 

semblerait que le signal d’association principal soit porté par le SNP rs30187 avec un signal 

secondaire attribué à rs17482078 ou rs10050860 [22]. Les études fonctionnelles se sont 

surtout intéressées à rs30187. Plusieurs études démontrent que l’allèle à risque T entraînerait 

un gain de fonction avec une augmentation de l’activité enzymatique d’ERAP1 [37,38]. Il 

reste cependant à déterminer si cet effet ne serait pas lié à un haplotype plutôt qu’à un SNP 

isolé comme le suggèrent certaines études [31,39,40]. 

Où trouver l’héritabilité manquante ? 

Malgré le nombre croissant de facteurs de susceptibilité à la SpA découverts ces 

dernières années, une large part de la prédisposition génétique reste à expliquer et l’un des 

défis actuels consiste à identifier cette part dhéritabilité «manquante ». Le développement 

rapide du séquençage haut débit pourrait aider à la découverte de variants rares, difficiles à 

identifier par les approches de GWAS classiques. D’autres approches pourraient également 

être utile comme la recherche de variants structuraux (délétions, duplications, inversions, 

copy number variants), l’analyse des interactions gène/gène ou gène/environnement, ou 

encore la mise en évidence de variations épigénétiques (méthylation, micro-ARNs,…).  

Conclusions 

La SpA est donc une pathologie multifactorielle complexe, résultant de l’interaction de 

facteurs génétiques et environnementaux. Longtemps, l’antigène HLA-B27 a été le seul gène 

associé de façon certaine à la maladie. S’il reste aujourd’hui le facteur majeur de susceptibilité 

à la SpA, d’autres facteurs génétiques ont été identifiés, notamment grâce aux avancées 

technologiques permettant des études sur l’ensemble du génome. Ces découvertes ont permis 

de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie et ouvrent la voie à de nouvelles 

pistes thérapeutiques. Cependant, de nombreux défis restent à relever. En effet, l’ensemble 

des facteurs génétiques identifiés à ce jour ne représentent qu’une faible proportion de 

l’héritabilité totale. De plus, les conséquences fonctionnelles des polymorphismes de 

susceptibilité sont encore largement méconnues.  
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TABLEAU ET FIGURES 

 

Tableau 1 – Résultats des études de liaison pan-génomique réalisées dans la SpA 

Etude Phénotype Familles 
Paires de germains 

 atteints 

Locus  

significatifs 

Locus  

suggestifs 

Oxford [15] SA 185 255 
CMH 

16q23.3 

1p, 2q, 9q, 

10q et 19q 

NASC [16] SA 180 244 CMH Aucun 

GFEGS [17] SpA 120 336 
CMH 

9q31-34 
Aucun 

SA : spondylarthrite ankylosante ; SpA : spondylarthrite ; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 
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Tableau 2 – Résultats des études d’association pan-génomique réalisées dans la SA 

Etude Population Nombre de cas/témoins Facteurs génétiques  identifiés (hors CMH) 

Burton et al 

[20] 
Caucasienne 

Découverte : 922/1466 

Réplication : 471/625 

IL23R, ERAP1 

 

Reveille et al 

[21] 
Caucasienne 

Découverte : 2053/5140 

Réplication : 898/1518 

IL23R, ERAP1 

2p15, 21q22 

ANTXR2, IL1R2 

Evans et al 

[22] 
Caucasienne 

Découverte : 3023/8779 

Réplication : 2111/4483 

IL23R, ERAP1, 2p15, 21q22, 

KIF21B, RUNX3, IL12B, LTBR-TNFRSF1A, 

ANTXR2, PTGER4, CARD9, TBKBP1 

Lin et al 

[23] 
Chinois Han 

Découverte : 1837/4231 

Réplication : 2100/3496 
EDIL3-HAPLN1, ANO6, 2p15 

IGAS et al 

[24] 
Caucasienne et asiatique Découverte : 10 619/ 15145 

RUNX3, IL23R, GPR25-KIF21B, 2p15, PTGER4, ERAP1, 

 IL12B, CARD9, LTBR-TNFRSF1A, NPEPPS, 21q22 

IL6R, FCGR2A, UBE2E3, GPR35, BACH2, ZMIZ1, NKX2-3,  

SH2B3, GPR65, IL27-SULT1A1, NOS2, TYK2, ICOSLG 

Les locus en gras correspondent aux locus déjà associés à la SA dans au moins un précédent GWAS. Les locus en bleu correspondent à des associations suggestives.  

SA : spondylarthrite ankylosante ; CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
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Figure 1 – Implication des différentes aminopeptidases associées à la SA dans l’apprêtement 

des peptides avant présentation par le CMH de classe I (d’après Parkes et al [29]) ; RE : 

réticulum endoplasmique 

 

Figure 2 – Fraction de l’héritabilité à la SA attribuable  à chaque locus de susceptibilité 

(d’après IGAS et al [24]). 
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Figure 3 – Modèle proposé de mécanisme reliant le polymorphisme rs11209026 à la 

susceptibilité à la sacro-iliite radiologique dans la SpA 

 

 

 


