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Introduction

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une pathologie auto-immune non spécifique
d’organe, chronique. Sa physiopathologie est complexe, faisant intervenir un ensemble de

facteurs génétiques, environnementaux et immunologiques (Tsokos, 2011).

En effet la meilleure connaissance physiopathologique de la maladie lupique, I’identification
de critéres d’évolutivité de la maladie, ’avénement des corticoides et 1’utilisation des
immunosuppresseurs a considérablement modifié le pronostic du lupus érythémateux

systémique (LES) ces 50 dernieres années (Hachulla, 2013).

De méme la présentation clinique est polymorphe. Les tissus et les organes le plus souvent
atteints sont la peau, les articulations, les reins, les séreuses, le systeme nerveux central, et les

cellules sanguines (D’Cruz et al., 2007).

Cependant le lupus érythémateux systémique (LES) est caractérisé, cliniguement, par
I’association de manifestations protéiformes et, biologiquement, par la présence constante
d’anticorps dirigés contre divers constituants du noyau (les anticorps antinucléaires) AAN
(Pijnenburg et al., 2017).

Des études épidémiologiques ont montrés que le LES affecte de maniere prédominante la
femme jeune, avec un sex-ratio de neuf femmes pour un homme (McCarthy et al., 1995).
La maladie du lupus érythémateux systémique est associée a différents manifestations cliniques
parmi lesquelles, les manifestations cutanées, articulaires, hématologiques, rénales,

cardiovasculaires, neurologiques, digestives (Meyer, 2013).

Malheureusement, en Algérie on a constaté le manque de la documentation
épidémiologique, y’a que des rapports vulgaires, malgre que le lupus est considérée comme une
maladie rare, et elle est méme une des premiéres causes de mortalité des femmes dans le monde.
Ce manque revient a la qualité des techniques utilisées, cependant, ils ont récemment adopté

des techniques sensibles et spécialisés pour un diagnostic bien vise.

C’est dans ce contexte nous avons réalisé une étude rétrospective et analytique dont le but
est de mettre au point I’intérét de ces techniques immunologiques et examens biologiques dans

le diagnostic du LES.
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|. Les maladies auto-immunes et le LES :

Les maladies auto-immunes sont la conséquence d’une réponse immune contre 1’organisme

lui-méme, L’auto-immunité n’est donc pas synonyme de MALI loin s’en faut.

Un ensemble de facteurs intervient dans la survenue d’un syndrome auto-immun. Ces
facteurs sont complexes, encore souvent mal identifiés, que ce soit dans les MAI spécifiques
d’organes ou dans les MAI systémiques et souvent chroniques comme le lupus érythémateux
systémique. Ces MAI sont en général d’origine multigénique, trés polymorphes, d’évolutions
difficilement prédictibles, dépendantes d’éléments environnementaux (terrain infectieux,
déséquilibre du microbiote, habitudes alimentaires, contexte hormonal avec un déséquilibre de

prévalence entre femmes et hommes (Dragin, 2017).
1. L’auto-immunité physiologique :

L’activation et I’expression des lymphocytes T et des lymphocytes B sont étroitement
contrdlées dans les conditions physiologiques. C’est la défaillance des mécanismes de controle
qui est a I’origine de la survenue de manifestations auto- immunes. Dans un premier temps, il
faut distinguer I’immunité innée, la premicre ligne de défense de 1’organisme, de I’immunité
adaptative, dont les acteurs sont les LB et les LT. Ensuite successivement les mécanismes
pouvant contribuer a la survenue de pathologies auto-immunes, qu’il s’agisse d’un défaut de

contrble de la réponse immunitaire humorale ou cellulaire (Atouf et al., 2012). Fig (1)
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Figure 1 : Mécanisme de I’immunité. (Bouchhab, 2008)
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2. Lupus Erythemateux systemique :
2.1. Définition :

Le lupus (loup en latin) érythémateux systémique (LES) est une maladie inflammatoire de
cause inconnue, caractérisée sur le plan biologique par la production de multiples autoanticorps
dont les plus caractéristiques sont dirigés contre certains composants du noyau tels que 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) natif et les nucléosomes. Il est démontré que certains de ces
autoanticorps interviennent dans la pathogénie de la maladie, soit en se fixant directement sur
leur cible et en activant le complément, soit par I’intermédiaire de complexes immuns circulants

ou formés in situ (Meyer et Kahn, 2000).

2.2. Historique :

Le lupus a connu plusieurs variations au cours des années : tout d’abord furent décrites les
Iésions du visage, rattachées au terme «lupus» (loup en latin) a cause de leur aspect et de leur
localisation, en effet, I’aspect ulcérant de ces 1ésions ressemble aux morsures de loup, et leur
localisation rappelle le loup qui est un masque de carnaval recouvrant le nez et les pommettes.
C’est Biett qui fut le premier a décrire ces lésions en les qualifiant d’«érythéme centrifugey,
mais n'a rien publié a ce sujet. (Grosshans et Sibilia, 2005). Ce sont ses éleves, Cazenave et
Schédel, qui vont publier ses lecons en 1828 dans un abrégé pratique des maladies de la peau,
réguliérement mis a jour (Martin, 2003).

En 1845, Hebra, utilise I’expression «ailes de papillon», et Cazenave introduit le terme de
«lupus érythémateux» en 1851, ensuite en 1904 Jadassohn, introduit 1’adjectif «systémique»,
en référence a I’atteinte multiviscérale accompagnant I’atteinte cutanée, initialement remarquée
par Kaposi en 1872 puis décrite par William Osler (Kohn-Kapozi, 1872).

En 1948, Hargraves découvre la cellule LE, (Hargraves et al., 1948), ensuite en 1957,
Cepellini (Cepellini et al., 1957), et Seligmann (Seligmann, 1957) découvrent I’existence des
anticorps anti-DNA natifs, signature biologique caractéristique de I’affection.

Finalement, des avancées cliniques ont été réalisées avec une meilleure connaissance des
complications de la maladie, notamment grace au développement de la biopsie rénale dans les
années 60. Polak et Pirani établissent les corrélations anatomo-cliniques au cours des

néphropathies lupiques, au cours des années 1564-1959 (Cameron, 1999).
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2.3. Epidémiologie :

La prévalence mondiale du lupus dans la population caucasienne est variable : de 10 a 60
cas pour 100 000 habitants. Les Etats-Unis sont le pays le plus touché, avec une prévalence
bien supérieure a la moyenne mondiale c’est-a dire autour de 100 cas pour 100 000 habitants.
Les autres régions du globe fortement concernées sont 1’Asie et I’ Amérique du Sud.(Arnaud,

2012).
3. Physiopathologie du LES :

Le lupus systémique est une maladie auto-immune chronique dont les causes précises restent
inconnues. Sa présentation clinique est polymorphe, caractérisée par ’inflammation de
différents tissus/ organes, principalement la peau, les articulations, les reins, les séreuses, le

systéme nerveux central et les cellules sanguines.

L’hypothése physiopathologique principale est que des interactions entre auto-antigenes,
cellules présentatrices d’antigénes (principalement les cellules dendritiques), lymphocytes B et
lymphocytes T, sur un terrain génétique et dans un environnement particulier conduisent a la
production d’anticorps et de lymphocytes T délétéres pour 1’organisme. (Shlomchik et al.,
2001). (Fig 2)
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Figure 2 : Patient lupique (Bouchhab, 2008).
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3.1. Immunopathologie :

3.1.1 Anticorps antinucléaires :

La présence d’auto-anticorps antinucléaires est 1’anomalie immunologique quasi-constante
du lupus systémique. Ces anticorps peuvent étre dirigés contre de nombreux constituants de la
chromatine et différents antigenes nucléaires solubles. Cependant, les auto-anticorps anti-
nucléaires caractéristiques du lupus systémique sont les anticorps de haute affinité dirigés
contre I’ADN double brin, d’isotype G et comportant de nombreuses mutations somatiques,
signatures indirectes d’une production par activation lymphocytaire B sous I’influence d’un
antigéne et de lymphocytes T. D’autres auto-anticorps peuvent étre trouvés chez les patients :
antiplaquettes, anti-C1q, anti-a-actinine, antiphospholipides et anti-p2 glycoprotéine 1 (Hahn,
1998).

3.1.2 Causes directes de ’'inflammation tissulaire :

A de rares exceptions prés dans lesquels les auto-anticorps peuvent directement causer, par
leur simple fixation sur leur cible antigénigue, le dysfonctionnement, voire la destruction de la
cible moléculaire ou cellulaire (anticorps anti-NMDA, anticorps anti-cellule hématopoiétique,
anticorps anti-SSA et BAV congeénitaux), les auto-anticorps sont a 1’origine des lésions
tissulaires par le biais de la formation de complexes immuns. Les complexes immuns sont des
complexes moléculaires constitués d’auto-anticorps fixes a des auto-antigénes. Les complexes
immuns se déposent dans les tissus, activent la voie classique du complément et initient la
réaction inflammatoire avec recrutement in situ de cellules inflammatoires. Ce mécanisme
semble particulierement important dans la genese de la glomérulopathie lupique. Les autres
acteurs immunitaires directement impliqués dans la génération des lésions tissulaires sont les
lymphocytes T CD4 et CD8 et des cytokines, telles que les interférons alpha (IFNo) et gamma
(IFNY) et le tumor necrosis factor alpha (TNFa) (Mathiana et al., 2013). (Fig 3)
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Figure 3 : Les complexes immuns initient les Iésions tissulaires (Mathiana et al., 2014)

3.1.3 Principaux acteurs cellulaires du lupus systémique :

» Lymphocytes B :

Au cours du lupus systémique, les lymphocytes B subissent une hyperactivation polyclonale

responsable d’une augmentation des cellules sécrétrices d’anticorps (plasmoblastes et

plasmocytes). Les causes sont multiples :

exces d’auto-antigénes, exces d’activation par les

cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4 auxiliaires et différents co-signaux activateurs (le
ligand de CD40, le B lymphocyte stimulator [BLyS], les récepteurs de type Toll [TLR] 7 et 9

et différentes cytokines. L’activation lymphocytaire B est facilitée par un seuil d’activation

intrinséquement plus bas et un nombre important de lymphocytes B naifs autoréactifs

antinucléaires. La contribution des lymphocytes B a la physiopathologie de la maladie ne se

limite pas a la sécrétion des auto-anticorps. Ce sont également des cellules présentatrices

d’antigéne qui sécrétent différentes cytokines et chimiokines pro-inflammatoires.

(Dadoui ,2016).

» Lymphocytes T :

Les lymphocytes T des patients lupiques sont anormalement activés et résistants a 1’anergie

et a ’apoptose. Des altérations du récepteur T, de son activation et des voies de signalisation

en aval pourraient étre a 1’origine de ces anomalies (Tsokos, 2011).
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Les lymphocytes T infiltrent les tissus et participent a I’initiation et au maintien de
I’inflammation. Les lymphocytes T CDS8, par leur action cytotoxique, augmentent la production
de corps apoptotiques (Blanco et al., 2005).

Les lymphocytes T CD4 exercent un role pathogeéne par le biais d’une activité auxiliaire sur
les lymphocytes T CD8 et B et de la sécrétion de différentes cytokines effectrices ou
régulatrices (IFNy) et interleukine-17). D’autres sous-populations de lymphocytes sont
impliquées. Les lymphocytes NK produisent de grande quantité d’IFNy quand la maladie est
active (Hervier et al., 2011).

La diminution du nombre de lymphocytes T régulateurs pourrait favoriser 1’auto-

immunité en levant un frein a la réponse immune (Miyara et al., 2005).

> Les cytokines clefs :

Plusieurs cytokines sont fortement impliquées dans la physiopathologie du lupus
systémique. Il s’agit en particulier des IFNa et y, de BLyS, du monocyte chemoattractant
protein 1(MCP-1) et de I’'IL-10. Ces cytokines sont toutes présentes en exces chez les patients
et sont les cibles de différentes biothérapies en cours de développement.

(Bennett et al., 2003).

> Interféron-a

L’TFN- « est la cytokine clef de la réaction auto-immune du lupus. Il existe des preuves
indirectes d’une surexpression d’IFNa chez 95 % des enfants et 70 % des adultes atteints de
lupus systémique. (Bennett et al., 2003).

Les causes de la surexpression d’TFNa sont partiellement connues : anomalies génétiques,
infections virales, complexes immuns et acides nucléiques. L’IFNa active de nombreuses
cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques et les lymphocytes B. Il joue un role
majeur dans I’activation, la prolifération, la différentiation et la production d’auto-anticorps par

les lymphocytes B (Mathian et al., 2011).

» B-lymphocyte stimulator :
BLyS est une cytokine membre de la superfamille du TNF qui a un réle important dans la
survie et la sélection des lymphocytes B immatures ainsi que dans la survie, I’activation et la

prolifération des lymphocytes B matures et la production des plasmoblastes et des plasmocyte.
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Les modéles murins transgéniques et les données sur le lupus humain ont clairement montré
que BLyS jouait un réle important dans la pathogenie du lupus murin et humain.
(Vincent et al., 2012).

> Monocyte chemoattractant protein 1 :
MCP-1 est une chimiokine impliquée dans le recrutement et ’activation des leucocytes au

cours des atteintes rénales et cérébrales du lupus systemique (Amoura et al., 2003).

3.2. Susceptibilité génétique :

Quelques mutations monogéniques sont associées au développement d’un lupus systémique.
C’est le cas des déficits en I’un des composants précoces de la cascade du complément (C1q,
C2 et C4). Une étude a rapporté le cas de deux patients japonais porteurs de mutation

hétérozygote sur le gene de la DNase 1 (Yasutomo et al., 2001).

Il faut cependant insister sur la rareté de ces formes monogéniques de lupus. Jusqu’a présent,
la majorité des études génétiques concluait a une origine polygénique du lupus
systémique(15%), les loci et les génes identifiés pouvant étre regroupés en cinq catégories :
cellules dendritiques et systéemes des interférons ; fonction lymphocytaire T ou B et transduction
du signal; transformation des complexes immuns et immunité innée ; cycle cellulaire, apoptose
et métabolisme Profil épidémiologique, clinique, biologique Et thérapeutique du lupus

érythémateux systémique cellulaire ; régulation de la transcription.(Tsokos, 2011).
3.3. Facteurs environnementaux :

Certains facteurs externes favorisent le développement du lupus systémique : rayons
ultraviolets, micro-organismes, quelques médicaments, estrogénes et silice. Dont les

mécanismes impliqués sont multiple.

Les rayons ultraviolets favorisent 1’apoptose des kératinocytes et I’exceés de production des
corps apoptotiques. Le virus d’Epstein-Barr (EBV) partage des similitudes structurelles
(mimétisme moléculaire) avec les auto-antigénes SSA et Sm. L hydralazine et le procainamide,
deux médicaments responsables de lupus induit, inhibent la méthylation de I’ADN, modifiant
la régulation de I’expression de plusieurs génes. La silice et les infections microbiennes jouent

un role d’activateur polyclonal du systéme immunitaire. Les estrogenes agissent a différents
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niveaux, notamment sur les lymphocytes B et T pour favoriser la réponse auto-immune.
(Mathiana et al., 2013)
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Figure 4 : physiopathologie du lupus érythémateux systemique. (Benjamin et Luc, 2013).

L’activation des pDC intervient via les TLR par des agents infectieux viraux et/ou des
complexes immuns, ou par la production par les polynucléaires neutrophiles de NET, Ces pDC
produisent de I’IFN-o avec une activation des mDC. Les mDC actives exercent leur fonction
de cellule présentatrice d’antigeéne aupres des LyT CD4+ et CD8+, a I’origine de leur activation
et leur différenciation. Les LyT CD4+ peuvent se différencier selon plusieurs voies : Thl, Th2,
et Thl7.

La voie Th2 est responsable d’une activation des LyB et de la production d’auto-Ac, tandis
que les voies Thl et Th17 sont responsables de Iésions tissulaires. Des complexes immuns IgE-
antigéne peuvent également amplifier la voie Th2 et I’activation des LyB via les polynucléaires
basophiles actives. Les dépots d’Ig dans les tissus et la réponse immune cytotoxique sont a
I’origine de 1ésions tissulaires et d’une augmentation des corps apoptotiques circulants. L’effet
des ultraviolets sur les kératinocytes est également a 1’ origine de corps apoptotiques. Ces corps
apoptotiques vont ensuite étre phagocytes par les mDC, Conduisant a la présentation d’auto-
antigénes aux LyT CD4+ et CD8+ (Benjamin et Luc, 2013).
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3.4. Facteurs hormonaux :

Le lupus a une forte prédilection féminine (sex-ratio de 9/1) qui diminue en dehors de la
Période de reproduction. Il est inhabituel de le voir débuter avant la puberté ou aprés la

ménopause.

Les cestrogenes et les androgénes semblent tous deux impliqués. Chez les femmes, il a été
observé des taux €levés de 16a-hydroxyesterone, un des cestrogénes les plus féminisants, et des

taux bas d’androgénes (testostérone, dihydrotestostérone, dehydroepiandrosterone (DHEA),..).

Chez les hommes, on a retrouvé de basses concentrations de DHEA et un taux élevé
d’hormone lutéinisante (LH). Ceci laisse suggérer qu’une activité hormonale ostrogénique
excessive associée a une activité androgénique inadéquate pourrait étre responsable d’une

altération de la réponse immunitaire (Grosshans et Sibilia, 2005, Schur, 1995).
4. Manifestations et diagnostic du LES :

4.1. Manifestations cliniques :

4.1.1 Signes généraux :

Lors de poussées existent trés fréquemment une asthénie, une fievre (80%), une anorexie et

un amaigrissement (Olivier et al., 2002).
4.1.2 Manifestations rhumatologiques :

L’atteinte articulaire est treés fréquente (= 60-80 % des patients) et souvent révélatrice. Il
s’agit principalement d’arthralgies, et moins fréquemment d’arthrites ou de ténosynovites.
L’atteinte est le plus souvent bilatérale et symétrique, et prédomine généralement aux doigts,
aux mains et aux poignets, mais peut toucher toutes les articulations. Le plus souvent, le lupus
n’entraine pas de déformation. Cependant, il peut s’y associer — rarement — une déformation
réductible des mains (rhumatisme de Jaccoud), mais il n’y a alors classiquement pas d’érosion
articulaire radiographique, telle qu’on pourrait I’observer dans la polyarthrite rhumatoide
(Pijnenburg et Arnaud, 2017).
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Figure 5 : Main de Jaccoud : déformation des  Figure 6 : Erosions de la muqueuse
doigts sans synovite (Meyer, 2013). Linguale (Meyer, 2013).

Figure 7 : Ostéonécrose téte humérale Figure 8 : Infarctus multiples des deux
(Meyer, 2013). Genoux (Meyer, 2013).

4.1.3 Manifestations Cutanéomuqueuses :

L’atteinte cutanéomuqueuse est présente dans 75 a 80 % des cas, et inaugurale dans 20 a
25%. Les atteintes cutanées spécifiques peuvent étre a type de lupus aigu, subaigu ou chronigue.
La photosensibilité est un élément classiquement noté (= 40-50 % des cas).

Le signe cutané caractéristique du lupus est une rougeur en forme d’ailes de papillon au

niveau du visage (Cervera et al., 1993).
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Figure 9: Vespertilio: éruption érythémateuse  Figure 10: érytheme des doigts et des
émiettée en ailes de papillon (Meyer, 2013)  paumes des mains (Meyer, 2013).

Figure 11 : Photosensibilité. (Meyer, 2013)

4.1.4 Manifestations rénales :

La néphropathie lupique est essentiellement une glomérulonéphrite et accessoirement une
atteinte vasculaire ou tubulo-interstitielle. Cette atteinte était présente dés le diagnostic,

rarement inaugurale chez 1’adulte.

La glomérulonéphrite (GN) se manifeste aprés plus de 5 ans d’évolution du lupus,
impliquant une surveillance réguliere pour le dépistage (Cervera et al., 1993). La présentation
clinique de la néphropathie lupique est rarement spectaculaire et le plus souvent elle se réesume
a la constatation d’une protéinurie supérieure a 0,5 g/24 heures, confirmée en 1’absence

d’infection urinaire (Meyer, 2013).
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4.1.5 Manifestations cardiovasculaires :

Les trois tuniques du cceur peuvent étre touchées. La péricardite est fréquente et serait
présente électriquement chez 30% des cas. L atteinte myocardique est plus rare et peut étre liées
a une myocardique interstitielle comportant une vascularite diffuse des petits vaisseaux
coronaires et un infiltrant de interstitium par des cellules mononucléées. Les blocs auriculo-
ventriculaires (BAV) sont rares chez I’adulte mais s’observent parfois chez les nouveau-nés de

meére lupique (Jean-Francois, 1993).

Figure 12 : Radiographie thoracique face : pleuropéricardite (Meyer, 2013).
e Vascularite et thrombose :

Les vascularites intéressent volontiers les artéres de petit et de moyen calibres. Il s’agit
d’artérites inflammatoires non spécifiques et des accidents thrombotiques artériels et veineux

récidivants s’observent chez environ 10p.100 des malades (Jean-Francois, 1993)

Figure 13 : Circulation veineuse collatérale thoracique supérieure révélatrice d’une
thrombose veineuse sous- Claviere gauche (Meyer, 2013).
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4.1.6 Manifestations pulmonaires :

Une pleurésie est trouvée dans 30% des cas ; on peut rencontrer également des
pneumopathies spécifiques, une fibrose interstitielle diffue et une hypertension artérielle
pulmonaire, spécifique ou post-embolique. Une radiographie thoracique est donc systémique a
la découverte d’un LES : on y recherche ces lésions et des images évocatrices de tuberculose

qui risquerait d’évoluer rapidement sous immunosuppresseurs (Bletry, et al., 2002).
4.1.7 Manifestations neuropsychiatriques :

On peut rencontrer de nombreux troubles neurologiques centraux : épilepsie, accidents
vasculaires cérébraux ischémiques, myélite transverse, méningite a liquide clair, souvent
asymptomatique, chorée, migraines. Des atteintes neurologiques périphériques peuvent
également étre trouvées : neuropathie optique, atteinte des nerfs oculomoteurs, neuropathie

périphérique extracranienne.

Des manifestations d’allure psychiatriques sont présentes dans 20% des cas, a type de
dépression, de délire ou de syndrome confusionnel. Il est parfois difficile de distinguer le role

du lupus ou des corticoides dans ces situations (Bletry, et al., 2002).
4.1.8 Manifestations hématologiques cliniques :

Des adénopathies sont trouvées dans 20 a 60 % des cas et une splénomégalie dans 20% des

cas, notamment en poussées (Bletry, et al., 2002).

Elles consistent en une anémie hémolytique auto-immune avec test de Coombs positif de
type 1gG plus complément, de thrombopénie et de leucopénie essentiellement faite d’une

lymphopénie (Jean-Francois, 1993).

e Troubles de I’hémostase :

Ils sont dominés par la présence d’un anticoagulant circulant (ACC) de type
antiprothrombinase, encore appelé anticoagulant lupique (LAC) dépisté dans environ 20 % .Cet
ACC se traduit par un allongement du temps de céphaline kaolin ou de tests analogues utilisant
des réactifs phospholipidiques temps de thromboplastine dilué, temps de venin de vipere Russel
dilué (dRVVT) non corrigé par l’addition volume a volume d’un plasma témoin.
L’antiprothrombinase ou anticoagulant lupique est associée de maniére hautement significative
a diverses manifestations regroupées sous le nom de syndrome des anticorps

antiphospholipides, et en particulier aux thromboses vasculaires (Meyer, 2013).
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4.1.9 Manifestations digestives et hépatiques :

Anorexie, nausées, vomissements accompagnent habituellement une poussée de la maladie
(10 2 50 %). Les douleurs abdominales relévent de mécanismes variés : ascite avec parfois une
pseudo- obstruction intestinale, hémopéritoine, mais surtout on se méfiera d’une pancréatite ou
d’une perforation intestinale liée a un mécanisme de vascularite. On n’omettra pas de rechercher
une insuffisance surrénalienne prenant le masque de nausées et de troubles digestifs.

L’atteinte hépatique est classiquement rare, avec une hépatomégalie dans 10 a 30 % des cas,
un ictere dans 3 % des cas, souvent lié & une hémolyse. Des études autopsiques ont révélé la
fréquence de la congestion hépatique (75 %), de la stéatose (70 %) pour laquelle on incrimine
le r6le des corticoides, et parfois des 1ésions d’artérite des artéres intra- hépatiques de moyen
calibre (20 %) (Meyer, 2013).

4.2 Manifestations biologiques :

4.2.1 Anticorps antinucléaires totaux :

Les anticorps antinucléaires constituent un groupe hétérogéne d’auto-anticorps non
spécifiques d’organes. On distingue plusieurs sous-groupes selon la spécificiteé :

e les anticorps spécifiques d’acides nucléiques et de nucléoprotéines : anticorps anti-ADN

et anticorps anti-histones.

e les anticorps spécifiques d’antigénes nucléaires solubles : anticorps spécifiques de

certaines ribonucléoprotéines (anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro/SSA et anti-La/SSB).

e les anticorps dirigés contre des constituants du nucléole.

e les anticorps dirigés contre des constituants du centromére (Goulvestre, 2006)

> Les cellules LE :

Présentes chez 70 a 90 % des malades lupiques, elles ne sont pas spécifiques du lupus
spontané et leur recherche est aujourd’hui abandonnée. Elles sont dues a I’action d’anticorps
anti-histones H1 et peut- étre a un phénomeéne de phagocytose de fragments cellulaires (de
polynucléaires), appelés « NETs » (neutrophil extracellular trap) contenant des nucléoprotéines.
(Meyer, 2013).
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4.2.2 Anticorps antinucléaires au cours du lupus érythémateux systémique :

Quatre-vingt-dix-huit pour cent des LES comportent des anticorps antinucléaires. A
quelques exceptions pres, toutes les spécificités peuvent s’y rencontrer. Le LES est en général
choisi pour illustrer la description des différents types d’anticorps antinucléaires (Goulvestre,
2006).

» Les Anticorps anti-ADN natif :

Les anticorps anti-ADN natif sont présents chez 70 % des lupus a un moment de 1’évolution
(66 % des lupus actifs, mais 86 % des lupus rénaux actifs) (Kavanaugh, 2002).

IIs sont recherchés soit par immunofluorescence indirecte sur kinétoplasme de Crithidia
luciliae, soit par la méthode radio-immunologique de Farr, soit plus récemment par des
méthodes Enzyme linked immunosorbent assay (Elisa) permettant de caractériser les anticorps
d’isotypes IgG, IgM, IgA (Tan et al., 1999).

» Les anticorps anti-Sm:

Les anti-Sm font référence a 1’antigéne Smith, baptisé ainsi car il fut découvert en 1959
chez une femme présentant un lupus, Stéphanie Smith. Cet antigene est en fait un complexe
d’acide ribonucléique (ARN) associé a de nombreuses protéines. Parmi les patients atteints de
LES, 30 % développeront ces anticorps anti-Sm, hautement spécifiques de la maladie (Vincent
etal., 2017).

» Les anticorps anti-U1-RNP :

Les anticorps anti-U1-RNP, également présents au cours des connectivites mixtes. lls sont
observés chez 40 % des lupus. Ils s’associent volontiers a un phénomene de Raynaud et & une
composante myositique. En 1’absence d’anti- ADN natif, ils constituent un marqueur de lupus

bénins, sans atteinte rénale grave (Meyer, 2013).
» Les anticorps anti-SSA :

Les anticorps anti-SSA (Ro) reconnaissent des protéines de poids moléculaire 60 kD, plus
rarement 52 kD. Ils sont présents en immunodiffusion chez 30 % des lupus spontanés, mais leur
fréquence est plus élevée dans certains sous types cliniques ou clinico-biologiques : le tres rare

lupus « séronégatif » (Pourmand et al., 2000).
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» Les anticorps anti-SSB (La) :

Sont rares dans le lupus (10 %), et sont habituellement un marqueur d’un syndrome de
Sjogren associé. Ils seraient associés a la neutropénie et a la perturbation des activités
fonctionnelles des polynucléaires neutrophiles. Ils s’observent également aux ages extrémes,
soit chez les lupus débutant apres 55 ans, soit dans le lupus cutané néonatal et le bloc
auriculoventriculaire congeénital. Les anticorps antinucléaires, quels qu’ils soient, sont souvent
présents plusieurs années avant le debut clinique du lupus (78 % pour les AAN, 55 % pour les
anti-ADN, 55 % pour les anti-SSA, 34 % pour les anti-Sm, 26 % pour les anti-U1 RNP avec
les tests Elisa) (Arbuckle et al., 2003).

» Autres anticorps :

e Les anticorps-nucléosomes :

Certains auto-anticorps reconnaissent les structures formées par I’ADNn et les histones,
c’est-a-dire les nucléosomes. Ils sont dirigés exclusivement contre les nucléosomes ou les sous-
complexes nucléosomiques, et possédent une faible réactivité envers les histones et I’ADNn.
Des anticorps anti-nucléosomes, généralement d’isotype IgG, sont détectés chez environ 85 %

des patients lupiques (Chabre et al., 1995).

e Anticorps anti-histones

Les histones sont des protéines basiques riches en arginine et en lysine. Ces protéines sont
des ¢léments constitutifs de la chromatine nucléaire et sont couplées a la double hélice d’ADN.
Il existe 5 classes différentes d’histones : H1, H2A, H2B, H3 et H4. Des anticorps contre les
différentes classes d’histones ont été décrits dans le lupus, mais ne sont pas limités a cette

maladie (Goulvestre, 2006) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Anticorps antinucléaires dans le lupus érythémateux systémique
(Jean-Francois ,1993).

Type d’anticorps Fréquence
(%)

Anticorps antinucléaires totaux 98
Anti-ADN natif* >90
Anti-histones 70
Anti-Sm* 30
Anti-RNP 30
Anti-Ro/SSA 30
Anti-La/SSB 10
Anti-PCNA* 5
Anti-Ma* )

* Anticorps caractéristiques du lupus systémique

e Autoanticorps antiphospholipidiques :

Le syndrome des antiphospholipidiques, correspond a 1’ensemble des manifestations
cliniques associées a la présence d’autoanticorps dont la spécificité antigénique reste
incompletement comprise. Ce syndrome associe des thromboses artérielles et / ou veineuses
multiples, des pertes feetales répétées et une thrombopénie. Ce tableau peut s’observer dans le
cadre d’un lupus (syndrome secondaire des antiphospholipidiques) ou de facon isolée
(syndrome primaire des antiphospholipides). La signature biologique associée a ce tableau
clinique est la présence d’autoanticorps qui ne semblent pas dirigés contre des phospholipides
isolés, mais contre des cofacteurs protéiques liés a des phospholipides anioniques, en particulier
la B2-glycoprotéines de type 1 (B2GP1) et la prothrombine (Jean-Francois ,1993).

4.3. Autres anomalies immunologiques :

» Complexes immuns :

La formation de complexes immuns (CI) joue un role essentiel dans la physiopathologie des
Iésions observées au niveau de certains organes (reins, synoviales, paroi des vaisseaux) au cours
de LES. Le dosage des CI circulants ne présente pas en revanche 1’intérét clinique dans
I’exploration des patients en raison de la faible spécificité des tests utilisables vis-a-vis du

diagnostic de lupus. La présence d’une cryoglobuline (cryoglobulinémie mixte de type III) est
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rapportées, en particulier dans le cryoprécipité d’anticorps anti-ADN et d’ADN a pu, dans des

observations privilégiées (Jean-Francois ,1993) (Tableau 2).

» Taux de complément sérique :

Les modifications du complément aux cours du LES traduisent en regle une activation de la
vois classique. Elle se traduit par une diminution du taux de complément hémolytique total et
des taux de C3 et C4 (et C1q). L’abaissement du taux des protéines du complément traduit la
consommation du complément secondaire a la présence de complexes immuns. Elle est souvent
corrélée a I’activation clinique de la maladie. Chez certains malades, un déficit génétique en
protéines du complément (C3, C4...) interfére avec les taux mesurés au laboratoire. Dans des
cas rares, des autoanticorps sont détectés vis-a-vis de certaines protéines du complément (C1q,
Clinh) (Jean-Francois ,1993) (Tableau 2).

Tableau 2 : anomalies immunitaire observés dans LES (Jean-Francois , 1993).

Autoanticorps —p Antinucléaires
—p Anti -cytoplasmiques

—p Anti-antigénes circulants

Activation du complément =P Diminution des taux de C3 et de C4
—p Diminution de I’activité CH50

Complexes immuns circulants, cryoglobulinémie mixte de type Ill, dép6ts tissulaires

granuleux d’immunoglobulines.

Augmentation du taux sérique des immunoglobulines sériques G, A et M.

» Syndrome inflammatoire :

La vitesse de sédimentation est presque toujours élevée lors des poussées du fait d’une
hyperfibrinogénémie, d’une Hypergammaglobulinémie polyclonale et d’une anémie
inflammatoire. Elle peut rester élevée hors des poussées en raison d’une
Hypergammaglobulinémie polyclonale persistante. En revanche, la CRP est habituellement
inférieur a 50 dans le cadre du lupus, sauf lors d’une pleurésie ou d’une péricardite. C’est
pourquoi, en cas de CRP supérieure a 50, une origine infectieuse doit étre recherchée (Bletry,
et al., 2002).
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5. Evolution et pronostic du LES :

Le LES évolue par poussées entrecoupées de périodes de rémission. On oppose des formes
bénignes ambulatoires, principalement cutanéarticulaires et des formes viscérales graves.
L’activité de la maladie s’atténue apres la ménopause. La surveillance biologique comporte des
examens usuels dont la recherche réguliére d’une protéinurie et le dosage répété des anticorps
anti-ADN et du complément (CH50, C3, C4). La réapparition d’anomalies immunologiques
apres une période de normalisation fait statistiquement craindre une exacerbation clinique. Le
pronostic du LES s’est considérablement amélioré, le taux de survie a 10 ans étant d’environ
93 %. La maladie est plus sévére en cas de début pédiatrique, chez les sujets a peau noire et
dans le sexe masculin. La mortalité résulte soit du LES ou d’un SAPL associé, soit de
complications favorisées par le traitement : infections notamment opportunistes, athérosclérose

accélérée et néoplasies (Arnaud, et al., 2012).
6. Traitement :

6.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et I’aspirine
IIs sont utilisés dans les formes légeres de lupus érythémateux disséminé, notamment lors
des atteintes articulaires mineures. Leurs effets secondaires sont principalement digestifs,

hépatiques, rénaux et cutanés (Dadoui, 2016)

6.2 La corticothérapie :

Dans les poussées graves, elle est débutée par la perfusion d’un gramme de
Meéthylprednisolone (Solumédrol®) par voie veineuse en 90 minutes apres vérification de la
kaliémie et de ’ECG. Ces « bolus » sont délivrés pendant trois jours consecutifs, puis relayés
par une corticothérapie orale. La prednisone (Cortancyl®) est le corticoide de référence. La
posologie est de 1 mg/kg par jour dans les formes graves (glomerulonéphrite proliférative
diffuse, thrombopeénie, anémie hémolytique) et de 0,5 mg/kg par jour dans les sérites. (Amoura
et Piette, 2007).

6.3 Les antipaludéens de synthése APS (Plaquénil, Nivaquine) :

Traitement curatif des formes articulaires et cutanées. Ils agissent sur le systéme immunitaire
et présentent des propriétés anti-inflammatoires. Ils semblent aussi avoir un effet
hypocholestérolémiant (Soubrier et al., 2007) et pourraient méme avoir un effet anticoagulant
(Bader-Meunier et Willems, 2006).



Revue bibliographique

Des examens biologiques et un bilan ophtalmologique (fond d’ceil, électrorétinogramme
(ERG), champ visuel, vision de couleur...) sont réalisés avant le début du traitement et leur
usage necessite aussi une surveillance ophtalmologique et électrocardiographique (ECG), pour
rechercher d’éventuels effets secondaires (Dadoui, 2016).

6.4 Les immunosuppresseurs :

L’emploi des traitements immunosuppresseurs est limité aux formes viscérales graves ou
corticodépendantes en raison de leurs risques (hypoplasie médullaire et infections a court terme,
stérilité et oncogenese possible a long terme) (Amoura et Piette, 2007).

Divers agents sont utilisés :

e Cyclophosphamide : (Endoxan®*)

Est encore le traitement de référence des lupus les plus sévéres, notamment en cas d’atteinte
rénale (classe IV OMS) (Flanc et al., 2004).

e Azathioprine : (Imurel*)

Il est indiqué dans les formes séveres, chez les patients cortico-résistants ou cortico-
dépendants ou dont la réponse thérapeutique est insuffisante en dépit de fortes doses de
corticoides (Dadoui, 2016)

e Anti CD20 (rituximab) :

L’antigéne CD20 est exprimé spécifiquement sur le lymphocyte B (Cartron et al., 2004).
Un anticorps monoclonal anti-CD20 chimérique (rituximab, Mabthéra®) a été validé dans le
traitement des lymphomes et fait I’objet de nombreuses études au cours des maladies auto-
immunes (Looney, 2005, Silverman et Weisman, 2003).

Son utilisation dans le LES est pour I’instant limitée, mais les premiers résultats semblent

tres intéressants (Amoura et al., 2008).




Partie pratique



Partie pratique patients et méthodes

I. Patients :

Il s’agit d’une étude rétrospective et analytique qui s’est déroulée dans le service de médecine
interne au niveau de 1’Hopital Militaire Régional Universitaire Abdelali Ben Baatouche de
Constantine (HMRUC) sur une période de 4 mois (Mars — Juin) .

Notre étude est réalisée sur 29 dossiers de patients qui présentent du lupus érythémateux

systémique entre les années 2009 et 20109.

1. Méthodes :

> Critéres d’inclusion :

Nous avons inclus dans notre étude tous les patients présentent au moins quatre (4) des onze
(11) criteres diagnostiques de I’ACR (American College of Rheumatology) retenus en 1982 et
modifiés en 1997 pour la classification de la maladie lupique.

. Eruption malaire (masque de loup)

. Eruption de lupus discoide

. Photosensibilité

. Ulcérations buccales ou nasopharyngées

. Polyarthrite non érosive

. Pleurésie ou péricardite

. Atteinte rénale (protéinurie > 0,5 g/j ou > +++ ou cylindres cellulaire)

. Atteinte neurologique

© 00 N o O A W N

. Atteinte hématologique
a. Anémie hémolytique
b. Leucopénie (< 4 000 mm?® & 2 occasions au moins)
c. Lymphopénie (< 1 500 mm? & 2 occasions au moins)
d. Thrombopénie (< 100 000 mm?) en I’absence de cause médicamenteuse
10. Désordre immunologique :
a. Anticorps anti-ADN natif
b. Anticorps anti-Sm
c. Taux sérique élevé d’IgG ou M anticardiolipine ou test standardisé positif pour
un anticoagulant circulant ou fausse sérologie syphilitique (depuis 6 mois)
11. Présence de facteurs antinucléaires a un titre anormal en I’absence de médicament

inducteur.



Partie pratique patients et méthodes

» Critéres d’exclusions :

o Bilan spécifique incomplet.

e Suivi irrégulier.

» Recueil des données :

Le recueil des données a été effectué par I’analyse des dossiers cliniques des patients traité
au service de médecine interne. On a évalué nos résultats selon : I’age, sexe, FNS, VS, TP,
protéinurie, CRP, électrophorese des protéines sériques et la recherche des Ac anti-nucléaires
par immunofluorescence indirecte.

» Etudes des variables
Les parameétres analysés dans notre étude ont été les suivants :

1. Parameétres epidémiologiques

1.1 Age.

1.2 Sexe.

1.3 Les antécédents médicaux.
2. Parameétres biologiques :
2.1 Parametres hématologiques :
2.1.1 Formule numération sanguine (FNS) :

Aussi appelé L’hémogramme ou une numération de la formule sanguine (NFS), est une

analyse automatisée qui permet une évaluation quantitative et qualitative des différentes

éléments figurés du sang, soit les globules blancs, les globules rouges et les plaquettes
(Marieb, 2009) (Fig14).

Figure 14 : Photographie d’un automate (NFS)
(Service d’hématologie de ’"THMRUC 2019).
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2.1.2 Taux de la prothrombine (TP):

Cet examen permet de déterminer le temps de coagulation du sang a 37 °C. Il mesure
I’efficacité de plusieurs facteurs qui interviennent dans la coagulation (facteurs VII, V, X et
prothrombine), il est réalisé par un prélévement sanguin qui se fait au niveau du pli du coude
sur tube citraté a 3,8 % (1 volume/9 volumes sang). Il est exprimé en pourcentage (ou en

secondes) par rapport a un sang témoin (Figl14).

Figure 15 : Photographie d’un automate (TP)
(Service d’hématologie de ’"THMRUC 2019).

2.2 Paramétres inflammatoires :
2.2.1 Vitesse de sidimentation (VS) :
» Principe :
Cet examen permet de déterminer la vitesse de chute des globules rouges en suspension
dans le plasma. Le sang veineux est prélevé sur citrate de sodium dans la proportion de 1 volume

de citrate pour 4 volumes de sang.

» Méthode :

D’abord remplir les tubes a sédimentation de Westergren (gradué de 0 a 200 mm, d’une
longueur de 300 mm et d’un diamétre de 2.5 mm) par le sang anticoagulé en évitant la formation
des bulles d’air, ensuite , Placer les tubes a sédimentation sur le support dans une position
parfaitement verticale , puis laisser en attente , finalement , aprés 1 heure, lire la hautteur de la
colonne de plasma dépourvue de globules rouges directement en millimétre sur le tube (Fig 16)
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Figure 16 : Photo représentant la téchnique de la VS
(Service d’hématologie de ’"THMRUC 2019).

2.2.2 Laprotéine C-réactive (CRP) :
> Principe :

C’est une protéine de la phase aigué de I’inflammation dont la concentration plasmatique

augmente trés rapidement lors d’une réaction inflammatoire (Meyer, 2010).

Les particules de CRP-Latex sont recouvertes d’anticorps anti-CRP humaine et le réactif
CRP-latex est standardisé pour détecter des taux de CRP dans le sérum aux environs de (6

mg/L), taux considéré comme étant la plus petite concentration ayant une signification clinique.

Le mélange du réactif latex avec le sérum contenant la CRP conduit a une réaction antigéne-
anticorps qui se traduit par une agglutination facilement visible dans les 2 minutes. La présence
ou I’absence d’agglutination visible indique la présence ou 1’absence de CRP dans le spécimen.

La méthode se résume en 2 étapes complémentaires : une méthode qualitative et une

méthode semi-quantitative.

» Méthode :
v' Méthode qualitative :

D’abord , ramener chacun des composants a température ambiante et déposer une goutte
de contrble négatif et positif sur un cercle de la lame, ensuite , a I’aide d’une pipette a usage
unique fournie, déposer une goutte de specimen(s) sur un autre cercle de la lame de test, puis ,
remettre en suspension par retournements le Réactif Latex , et ajouter une goutte de Réactif
Latex & coté de chacune des gouttes de contréles et spécimen(s), aprés, mélanger a 1’aide d’une

pipette a usage unique et répartir le mélange sur la totalité de la surface du cercle de test.
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Ensuite , balancer doucement la lame pendant 2 minutes et observer 1’agglutination dans les

cercles de test et a la fin du test, rincer la lame a 1’eau déminéralisée et sécher a 1’air (Figl7).

Figure 17 : Photos représentants les étapes de la CRP : (A) Dépot d’échattillons et réactifs ;
(B) Mélange des réactifs ; (C) Balancement des lame pendant ; (D) Résultats (agglutination

fleche rouge).

v' Méthode semi-quantitative:
Les sérums dont les résultats au test qualitatif sont positifs doivent étre de nouveau testés
dans le test semi-quantitatif pour obtenir le titre.
Le test semi-quantitatif peut étre effectué selon le méme mode opératoire que le test qualitatif

en réalisant des doubles dilutions en série du spécimen dans NaCl 9 g/L comme suit
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Tableau 3 : Les dilutions préparées pour le test semi-quantitatif de la CRP.

Dilution 1/2 1/4 1/8 1/16
NaCl 9 g/L 100 uL | 100 pL | 100 pL 100 pL
Spécimen 100 uL - - -

100 uL | 100 puL 100 L

— — — —

Tranférer sur un cercle de la lame de test:

Spécimen dilué 50ul |50 puL | 50 uL 50 uL
Réactif (flacon R1) 50ul | 50ul | 50 uL 50 ul
Calculer le résultat selon la formule suivante :

6 x No de la dilution 6 X2 6 x4 6x8 6 x16
Résultats : mg/L 12 24 48 96

2.3 Parameétres biochimiques:

2.3.1 La protéinurie :
Est une méthode automatisé se définit par la présence de protéines dans les urines.

Physiologiquement, elle n’excede pas 150 mg par 24h chez 1’adulte.

2.4 Parameétres immunologiques :
2.4.1. Electrophorése des protéines sérique:
»  Principe:
Cet examen se fait sur un tube sec, pour éviter I’interférence du fibrinogene. C’est une

téchnique automatisée, semi-quantitative (Hennache, 2012).

Le profil électrophorétique normal dite de haute résolution (électrophorése gel haute
résolution et électrophorese capillaire) séparent les protéines en 7 fractions : pré-albumines,

albumines, a1-globulines, a2-globulines, B1-globulines, B2-globulines, y-globulines (Figl18).
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Figure 18 : Profil életrophorétique normal.

D’apres (http://www.memobio.fr/html/immu/im el no.html)

2.4.2 Recherche des anticorps anti-nucléaires (AAN) :
A. Immunofluorescence indirecte sur cellules Hep-2 :

» Principe :

L’immunofluorescence indirecte est un test pour la détection et la détermination
semi- quantitatives des anticorps anti-nucléaires (AAN) dans le sérum humain. Ces
(AAN) se lient aux antigénes correspondants présents dans les cellules Hep-2. Les
complexes antigénes-anticorps résultant sont détectés au moyen d’un anticorps anti
immunoglobuline humaine marqué a la fluorescéine, et visualisés a I’aide d’un

microscope a fluorescence (Melnicoff, 1993) (Figl19).



http://www.memobio.fr/html/immu/im_el_no.html
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Excitation UV par la Emission de fluorescence
lampe du microscope

Anticorps anti-lmmunoglobuline

ii! humaine couplé a la fluorescéine

Autoanticorps
du patient

Lame avec préparation cellulaire (antigénes) en spots

Figure 19 : Les étapes de I’immunofluorescence indirecte sur les cellules Hep-2
d’apres :(https://www.chuv.ch/fileadmin/sites/ial/images/ial-lame-2.png).
» Meéthode :
D’abord on prépare les réactifs en diluant le PBS au 1/10 dans de I’eau distillée et les autres
sont préts a I’emploi, ensuite, on dilue les sérums au 1/80 dans du PBS.
Pour titrer les échantillons positifs, on fait des doubles dilutions en série a partir de celle au

1/160 dans du PBS. Cette technique se déroule en 6 étapes :

1. Préparation de la lame substrat : d’abord on place les réactifs et les échantillons
température ambiante (20-26°C) puis on ajoute une goutte (25ul) du contrdle positif non
dilué et du contrble négatif respectivement sur les puits 1 et 2 ensuite on dépose une
goutte (25ul) de I’échantillon du chaque patient sur les puits restants (Fig 20).

Figure 20 : Préparation de la lame substrat : (A) préparation des réactifs et échantillons ; (B)

dép6t des échantillons et du contréle sur la lame.

2. Incubation de la lame substrat : On incube la lame 30 + 5 minutes a température

ambiante (15-30°c) dans une chambre humide (Fig21).


https://www.chuv.ch/fileadmin/sites/ial/images/ial-lame-2.png
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Figure 21 : Incubation de la lame.

3. Lavage de lame substrat : On élimine les gouttes d’échantillons en tapotant
doucement la lame inclinée pour éviter des contaminations entre les sérums, ensuite on
rince doucement la lame avec le PBS et on lave bien la lame en I’immergeant dans la
boite de lavage remplie de PBS pendant 5 min, aprés on change le PBS a chaque
répétition du lavage et on séche les lames avec précautions en utilisant le papier

absorbant fourni (Fig22).

Figure 22 : Lavage de lame substrat : (A) Rincage ; (B) Séchage ; (C) Lavage.

4. Addition du conjugué fluorescent : on dépose une goutte de réactif IgG FITC/Evans
dans chaqgue puits, ensuite on incube la lame 30 £ 5 minutes a température ambiante (15-

30°c) dans une chambre humide (Fig 23)

Figure 23 : Addition du conjugué fluorescent : (A) Dép6t de réactif; (B) Incubation.
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5. Lavage de lame substrat : C’est la méme procédure que 1’étape (3).

6. Lecture : Finalement les lames sont montées et examinées sous un microscope a

fluorescence (250-400x). Pour de meilleurs résultats, les lames doivent étre lues immédiatement.

B. Détection des anticorps anti-DNA par IFI sur Crithidia luciliae :
» Principe :

La détection des Anti DNA est effectuée dans le cas ou le sérum du patient exprime des
AAN™, autrement dit un test de fluorescence positive sur les cellules Hep-2.
Crithidia luciliae est un protozoaire non pathogéne pour 1’homme. Il présente un organite
appelé kinétoplaste qui est une mitochondrie tres riche en ADN double brin circulaire, exempte
d’histones et d’autres Ag nucléaires mammaliens.

Sur une lame ou sont fixés les protozoaires Crithidia luciliae, on dépose le sérum a tester.
On révele les IgG spécifiques fixées sur I’Ag par une globuline anti-lIgG humaine marquée a la
fluorescéine. On recherche ensuite la fluorescence du kinétoplaste et du noyau au microscope
fluorescent (Boudard et Caroline, 2018) (Fig 24).

N Flagelle

7 Corps Basal

Kmetoplaste

Organites Cytoplasmiques

Figure 24 : Protozoaire Crithidia luciliae

» Meéthode :

D’abord on prépare les réactifs en diluant le concentré PBS II au 1/40 dans 975 ml d’eau
distillée et on dilue les échantillons des patients avec le tampon PBS II, ensuite, on dépose ces
échantillons dans les puits de la lame contenant la Crithidia luciliae, aprés on incube les lames
dans une chambre humide pendant 30 minutes, on les rince avec du PBS I, puis on recouvre

chaque puits d’une goutte de conjuguée IgG fluorescent. Les lames sont ensuite incubées 30



Partie pratique patients et méthodes

minutes, rincées avec PBS Il et séchées. Finalement, les lames sont montées et examinées sous

microscope a fluorescence (250-400x) (Fig 25).

Figure 25 : Les étapes d’IFI sur Crithidia luciliae : (A) Incubation ; (B) Addition du conjugué ;
(C) Lavage ; (D) Séchage.
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1. Etude épidémiologique :

1.1 Evaluation selon le sexe :

Notre serie comprend 24 femmes (83%) et 5 hommes (17%) soit un sexe ratio

femme/homme de 24/5 (4,8). Ce qui montre une dominance féminine. (Fig 26)

= FEMME
= HOMME

Figure 26 : Répartition des patients selon le sexe.
Ces interprétations sont compatibles avec ceux de Bouayed (2016), il a constaté une

prédominance féminine (25 filles/5 garcons) (Bouayed et al., 2016).

Selon les données de la littérature, la prédominance de la maladie dans le sexe féminin
suggere I’intervention d’un facteur hormonal. En faveur du role délétére des estrogénes, les
poussées lupiques sont déclenchées par la grossesse, le péri- et le post-partum, ainsi que par la

pilule estroprogestative (Talal et al., 1976 , Papoian et al., 1977 , Pijnenburg, 2017).
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1.2 Evaluation selon I’age :
La répartition des patients selon la tranche d’age de 10 ans est représentée ci-dessous

(Fig 27). L’age de nos patients varie entre 24 et 72 ans avec une moyenne de 38,93(£10,20)

ans.
50,00%
41,37%
40,00%
u <30 ans
30,00% 0
| 24,13% 30 <age<40
20,00% 17,24% m40 < age<50
H50<ase<60
10,34% age=
10,00% H> 60 ans
0,00%

Figure 27 : Répartition des patients par tranches d’age.

Nos résultats ont montré que la tranche d’age la plus touchée par la maladie est celle
comprise entre 30 et 40 ans (41,37%) suivi par un autre intervalle de tranche d’age < 30 ans
avec un pourcentage de 24 ,13%. Dans une étude similaire a la ndtre un total de 138 dossiers
ont été retenus d’age moyen au diagnostic de 33,1 (x 12,6) ans. Ce qui montre que le LES est

une maladie du sujet jeunes (Gauzere et al., 2016).

1.3 Les antécedents des patients :

Chez nos patients ; 51,72% avaient une anémie, le syndrome des antiphospholipides
(SAPL) chez 13,80% de cas, alors que le syndrome de Raynaud et de G.Sjogren sont survient
chez 10,35% de cas.

Notre série comporte aussi un antécédent de diabéete dans 24,13% cas et autres antécédents
comme (la thyroidite, L’HTA... .etc.) dans 37,93% cas (Fig 28).
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Figure 28 : Répartition des patients selon les antécédents.

Les antécédents des patients dans notre étude sont conformes aux travaux de Louzir
(2003), il a constaté que le syndrome de Raynaud était retrouvé chez 22% des patients, suivi

par un pourcentage de 12% des patients présentant un syndrome de Goujerot-Sjogren (Louzir,

2003).

De méme, les travaux de Haddouk (2005), ont montré que 17,8 % de patients avaient
une autre maladie auto-immune associée au lupus : un syndrome de Goujerot-Sjogren (SGS)
dans 8,3% des cas et un syndrome des antiphospholipides (SAPL) dans 6 % des cas (Haddouk
et al., 2005).

Selon I’étude de Hajji (2015) le diabéte est une complication fréquente de la corticothérapie
au cours du lupus retrouvée dans 82 % des cas. Son dépistage est nécessaire pour une meilleure

prise en charge du risque cardiovasculaire des patients lupiques (Hajji et al., 2015).
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2. Parameétres biologiques :
2.1 Parameétres hematologiques :

2.1.1 Formule Numération Sanguine :

L’anémie est la manifestation hématologique (MH) la plus fréquente au cours du LES dans
notre étude avec un pourcentage de 51,72%. Les autres MH (Leucopénie, neutropénie et
thrombopénie) étaient retrouvés avec un pourcentage de 13,80%, et la lymphopénie dans
37,93% des cas (Fig 29).
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Figure 29 : Interprétation des manifestations hématologiques.

Ces constatations sont similaires a celles de Somai (2018), il a montré que I’anémie
tait présente chez 79 patients (58,9 %). Les autres cytopénies étaient réparties en une
leucopénie (41 %), une lymphopénie (67,1 %), une neutropénie (5 %) et une thrombopénie
(15,6 %) (Somai et al., 2018).

D’aprés la littérature, L’anémie constitue la manifestation hématologique la plus
fréquente au cours du Lupus érythémateux systémique (LES), présente dans 50 % des cas. Elle
est le plus souvent non spécifique : inflammatoire, ferriprive ou secondaire a une insuffisance
rénale. En revanche, une anémie hémolytique caractéristique du LES constitue un facteur
pronostic qu’il faudra chercher systématiquement chez tout patient atteint de lupus pour éviter

la morbi-mortalité (Louzir, 2003, Rachdi et al., 2014).
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4.1.2 Taux de la prothrombine :

L’évaluation du taux de la prothrombine dans notre étude a montré une

hypoprothrombinémie chez 21% des patients et un taux normal chez 79,31% des cas (Fig 30).

20,69%

= Normale( 70-100%b)

B <70%

79,31%

Figure 30 : Répartition des patients selon le Taux de la prothrombine.

Selon une étude réalisée par Favier en 2012, I’association de certaines anomalies : anemie,
lymphopénie, insuffisance rénale aigué, protéinurie néphrotique, présence d’un anticoagulant
et hypoprothrombinémie semble évoqué un syndrome lupus anticoagulant-
hypoprothrombinémie secondaire & un lupus systémique sévére. Aussi I’association d’un
anticoagulant de type lupique et d’un anticorps spécifique du facteur II responsable d’une

hypoprothrombinémie constituent le syndrome lupus anticoagulant-hypoprothrombinémie.

Par ailleurs, en étudiants la relation entre le syndrome néphrotique et la diminution du
facteur I, Favier a rapporté que la protéinurie néphrotique entraine une diminution de plusieurs
protéines plasmatiques, en particulier ’albumine dont la masse moléculaire est de 65 kDa. Donc
on peut considérer que la prothrombine dont la masse moléculaire est de 72 kDa, se comporte
de facon similaire et qu’une baisse du taux de la prothrombine pourrait étre expliquée par la

protéinurie néphrotique (Favier et al., 2012).
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2.2 Parametres inflammatoires :

2.2.1 vitesse de sédimentation :

L’évaluation de la VS a montré que le taux était supérieur a 15 mm a la premiére heure
dans 82.75% de cas (Fig 31).

17,24%

m Accélérée

= Normale

82,76%

Figure 31 : Répartition des patients selon le taux de la VS.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Zulfigar (2015) qui a montré une augmentation
de la VS chez 78% de patients (Zulfigar et al., 2015).
De méme les travaux de Bouayed (2016) réalisés au Maroc, ont témoigné une élévation de la
VS chez 93,3% de patients (Bouayed et al., 2016).

D’aprés la littérature, la vitesse de sédimentation est élevée au cours des poussées lupiques
dans 80 a 100 % des cas. Elle revient a la normale en période de rémission mais peut rester
augmentée du fait d’'une Hypergammaglobulinémie persistante ou d’une insuffisance rénale

chronique (Meyer, 2013).
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2.2.2 Protéine C réactive :
L’¢évaluation de la CRP a montré une augmentation chez 80% des patients, dont 75%

présentent des poussees lupiques avec une CRP inférieur a 40 mg/l ; 15% ont une CRP supérieur
a 80 mg/l et 10% supérieure a 40mg/1 (Fig 32).

> 80 mg/L - 15%

> 40 mg/L . 10%

0% 20%  40% 60%  80%

m Négatif  m Positif

Figure 32 : Répartition des patients selon le taux de la CRP.

Selon les travaux de Louzir (2003), il a estimé la CRP chez 82 patients comme suit :
négative dans 51 %, comprise entre 8 et 60 mg/l dans 38 % et supérieure a 60 mg/l dans 11 %
(Louzir et al., 2003).

D’aprés 1’étude de Gaitondes (2008) une CRP inférieure a 40mg/l serait en faveur d’une
poussée lupique, alors qu une CRP supérieure a 80mg/l serait en faveur d’une complication
septique. En particulier les poussées polysynoviales et les sérites (pleurésie, péricardite)
lupiques qui s’accompagnent souvent d’une élévation importante de la CRP (Gaitondes et al.,
2008).

Selon les donnees de la littérature, le syndrome inflammatoire est quasi-constant dans la

maladie lupique, il est marqué par une CRP peu élevée (Pijnenburg et Arnaud, 2017).
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2.3 Parameétres biochimiques :

2.3.1 Protéinurie :

Dans notre étude la protéinurie est inférieure a 0,15g/24h dans 59% des cas, supérieur ou
égale a 0,15 g/24h dans 24,14% des cas et supérieur a 0,59/24h dans 17,24% des cas. (Fig 33)

70%

59%

60%

50%

40%

30% 24,14%
20% 17,24%
- .
0%
<0,15 g/24h >0,15 g/24h > 0,5 g/24h

Figure 33 : Répartition des patients selon le taux de la protéinurie.

Ces interprétations sont similaires a ceux de Othmani (2002), il a constaté que 16 patients
avaient une néphropathie évolutive (protéinurie permanente > 0,5 g/24 heures avec une
protéinurie moyenne de 3,2 g/24 heures et des extrémes de 0,7 et 8 g/24 heures) dont 56 % ont
bénéficié d’une ponction biopsie rénale (Othmani et Louzir, 2002).

De méme, les travaux de Bouyed (2016) ont montré que I’atteinte rénale, présente dans
63,3 % des cas, se manifeste par une insuffisance rénale dans 43,3 % des cas et par une
protéinurie significative supérieure a 20 mg/kg/j dans 50 % des cas (Bouyed et al., 2016).

En effet, L’atteinte rénale est fréquente dans le lupus érythémateux systémique (LES), elle
touche entre 25 et40 % des patients, et sa survenue est souvent précoce dans 1’évolution de la
maladie lupique. Les signes de néphropathie sont souvent frustres. Le syndrome de
néphropathie glomérulaire chronique, associant protéinurie de faible débit (< 3 g/24 h),
hématurie microscopique et insuffisance rénale lentement progressive est le tableau le plus
fréquent. On peut toutefois rencontrer des tableaux plus “bruyants”, avec des cedémes qui

révelent un syndrome néphrotique (protéinurie > 3 g/24 h) hypoalbuminémie < 30 g/l) ou une
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insuffisance rénale aigué en rapport avec une glomérulonéphrite rapidement progressive
(Karras , 2013).

2.4 Parameétres immunologiques :

2.4.1 Electrophoreése des protéiques sériques :
On note une hypoalbuminémie chez 66.67% patients, et une Hypergammaglobulinémie

chez 75% patients (Fig 34).
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Figure 34 : Répartition des patients selon les taux des protéines sériques.

Selon les travaux de Louzir (2003), I’électrophorése des protéines sériques avait noté une

hypergammaglobulinémie polyclonale dans 68 % des cas (Louzir et al., 2003).

De méme, d’aprés 1’étude de Somai (2018), une hypoalbuminémie a été noté chez 80,5%

des cas et I’Hypergammaglobulinémie chez 79,1 % des cas (Somai et al., 2018).

D’apres les données de la littérature, au cours du syndrome inflammatoire, on note des
modifications des taux des protéines plasmatiques. L'électrophorése des protéines peut
confirmer le syndrome inflammatoire en cas d'augmentation des fractions al et a2 globulines
associée & une hypoalbuminémie. En effet, I’hypergammaglobulinémie due a I’augmentation
de plusieurs sous-classes d’Ig, ces Ig peuvent correspondre a des autoanticorps présents dans
certaines maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique (Devulder et al.,
2002).
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Figure 35 : Profil inflammatoire a I'électrophorése

(http://www.memobio.fr/html/immu/im in ese.html)

2.4.2 Les anticorps antinucléaires (AAN) :

La recherche d’anticorps antinucléaires (AAN) était positive a 100%. Les AAN sont
positifs chez 82.35% des femmes et chez 17.65% des hommes.

L’aspect en immunofluorescence indirecte (IFID) des AAN était homogene chez 29.41%
des patients, moucheté chez 52.94% et nucléolaire chez 17.64% (Fig 36).

® Moucheté
®m Homogéne

Nucléolaire

Figure 36 : Répartition des patients selon I’aspect des AAN.
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Cela a été constaté par une autre étude dont 1’aspect homogéne a été trouvé chez 58,3% des

cas, et un autre moucheté chez 41,60% des cas (Dadoui, 2016).

Dans une autre série d’étude composée de 84 patients, tous les malades avaient des AAN

avec un aspect le plus souvent moucheté 56% ou homogéne 36% (Haddouk et al., 2005).

Les tests immunologiques montraient la présence d’ Ac antinucléaires dans 100% des cas.
La recherche d’anticorps anti-ADN natifs revenant positifs dans 81.81% des cas. Les anticorps
anti-Sm étaient positifs chez 75% des patients. Les anticorps anti-SSA étaient positifs chez
54,54%.Les anticorps anti-SSB étaient positifs chez 36,36% et les anticorps anti-RNP étaient
positifs chez 72,72% (Fig 37).

120%
100%

100%
81,81% = AAN
80% 5% 72,72% i
0 , 0 m Anti-ADNnN
60% 54.54% Anti-Sm
Anti-SSA
40% 36,36% = Anti-SSB
I = Anti-RNP
20%
0%

Figure 37 : Résultats du bilan immunologique en pourcentage.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par et Ndiaye (2010), les tests immunologiques
montraient la présence, a des taux significatifs, d’anticorps antinucléaires dans 97,9 % des cas,
des anticorps anti-DNA natifs dans 45,7 % des cas, les anti-RNP dans 78,3 % des cas, anti-Sm
dans 56,5 % et d’anti-SSA dans 87 % des cas (Ndiaye et al., 2010).

Selon les données de la littérature, 98% des LES comportent des anticorps antinucléaires.
A quelques exceptions prés, toutes les spécificités peuvent s’y rencontrer. Le LES est en général
choisi pour illustrer la description des différents types d’anticorps antinucléaires. Deux
specificités sont caractéristiques de la maladie : les anticorps anti-ADN natif (ADNn) et une

catégorie d’anticorps anti-ribonucléoprotéines, les anticorps anti-Sm (Goulvestre, 2006).
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En effet, la recherche d’anticorps antinucléaires est prescrite essentiellement pour le
diagnostic des connectivites. Un examen global de dépistage doit étre effectué en premiére
intention par la technique d’immunofluorescence indirecte sur cellules HEp-2. Des examens
complémentaires sont réalisés pour identifier la spécificité des auto-anticorps, en particulier les
anticorps anti-ADNN et les anticorps spécifiques d’antigénes nucléaires solubles.

Certains anticorps antinucléaires permettent un diagnostic différentiel entre les connectivites,
d’autres suggérent seulement le diagnostic de connectivite sans permettre de préciser la
nosologie, tandis que d’autres spécificités ne permettent méme pas d’affirmer la nature auto-
immune de la maladie. Enfin, en dehors des IgG anti-ADNNR, les anticorps antinucléaires ne

permettent en général pas d’apprécier 1’évolutivité de la connectivite (Goulvestre, 2006).

2.4.3 La lecture des lames et détection des anticorps anti-nucléaires (AAN):

A/ Immunofluorescence indirecte sur Hep-2 :

La figure 38 représente les résultats de I’immunofluorescence sur frottis de cellules Hep-2,
il s’agit d’un aspect homogene dont la fluorescence des cellules est uniforme avec une cellule

en prométhaphase (fléche rouge).

Figure 38 : Microphotographie représente le marquage avec la technique

d’immunofluorescence indirect sur des cellules Hep-2 :1’aspect homogene G (250-400x).
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Dans les travaux de Petitpierre (2009) et Meyer (2013), ils ont montré que 1’aspect
homogene correspond habituellement a des anticorps antinucléoprotéines : anti- ADN natif,

antihistones et anti-nucléosomes (Petit pierre et al., 2009 , Meyer, 2013).

De méme, dans la littérature, lorsque I’aspect est homogéne la fluorescence des cellules au

repos est uniforme et la chromatine des cellules en division est positive (Goulvestre, 2017).

La figure 39 représente les résultats de I’immunofluorescence sur frottis de cellules Hep-2,

il s’agit d’un aspect moucheté dont la fluorescence apparait ponctué et granulaire.

Figure 39: Microphotographie représente le marquage avec la technique

d’immunofluorescence indirect sur des cellules Hep-2 : I’aspect moucheté G (250-400x).

Selon les travaux de Meyer (2013), il a montré que 1’aspect moucheté doit faire rechercher
des anticorps spécifiques d’antigénes solubles, telles que les spécificités anti-U1-RNP, anti-Sm,

plus rarement anti-SSB, et pour certains substrats anti-SSA (Ro) (Meyer, 2013).
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La figure 40 représente les résultats de I’immunofluorescence sur frottis de cellules Hep-2,

il s’agit d’un aspect nucléolaire dont la fluorescence apparait au niveau des nucléoles.

Figure 40 : Microphotographie représente le marquage avec la technique

d’immunofluorescence indirect sur des cellules Hep-2 : I’aspect nucléolaire G (250-400x).

B/ Immunofluorescence indirecte sur Crithidia luciliae :
La figure 41 représente un marquage par immunofluorescence indirecte sur un frottis de
cellules Crithidia luciliae dont la fluorescence apparait au niveau du kinétoplaste (fleche

rouge).

Figure 41 : Microphotographie représente le marquage avec la technique

d’immunofluorescence indirect sur des cellules Crithidia luciliae G (250-400x).
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Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune chronique, non
spécifique d’organe, qui prédomine chez la femme et qui débute classiquement a un age jeune,
en période d’activité génitale. Les causes précises restent inconnues, Parmi les facteurs

déclenchant on note les facteurs génétiques, environnementaux et hormonaux.

La maladie du lupus érythémateux systémique est associée a différents manifestations cliniques
parmi lesquelles, les manifestations cutanées, articulaires, hématologiques, rénales,

cardiovasculaires, neurologiques, digestives.

Notre étude a porté sur les cas de lupus colligés au service de médecine interne de 1’hdpital
militaire de Constantine sur une période de 10 ans allant de 2009 a 2019.
Nous avons recherché les différentes manifestations biologiques et immunologiques de la
maladie (FNS, TP, VS, CRP, Protéinurie, Electrophorése des protéines sériques,

immunofluorescence indirecte).

Les résultats ont révélé une prédominance féminine avec un sex-ratio de 4,8, la majorité
des patients ont une fréquence d’age de 20 4 40 ans.
Sur le plan biologique, I’anémie est retrouvée dans 51,72% des cas, la thrombopénie dans
13,80% des cas et la lymphopénie dans 37,93% des cas.
Les autres anomalies biologiques sont essentiellement I’hypoalbuminémie 66,67%,

I’Hypergammaglobulinémie 75% et I’accélération de la vitesse de sédimentation 82,76%.

L’analyse immunologiques nous a permis de déterminer la présence ou non des AAN
(anti- DNA, anti-SSA, anti-SSB, anti Sm...).
Nos résultats ont montré que 1’Anti-ADNnN constitue le type d’anticorps le plus abondant
avec un pourcentage de 82,82% suivi de 1’anti-Sm 75%, anti-RNP 72,72%, anti-SSA 54,54%,
anti-SSB 36,36%.

Cependant, si en compte sur I’apparition des manifestations cliniques et biologiques on
ne pourrait pas prendre en charge les patients a temps, de la, I’application des techniques

immunologiques sont peut-étre indispensables pour un diagnostic précoce.



Conclusion

Donc I’immunofluorescence indirecte reste a I’heure actuelle la meilleure technique de
dépistage pour la plupart des auto-anticorps. D’aprés nos résultats, la détection des AAN serait
de grand intérét pour le diagnostic et pour I’'immuno-surveillance des patients au cours du LES.
Ceci dit, les paramétres biologiques dans le diagnostic du LES sont douteux et ne sont pas

aussi fideles que ceux de I'immunofluorescence indirecte.

En effet, I’intérét porté par cette étude ainsi que le diagnostic de la maladie lupique, c’est
de faire évoluer le registre national et inscrire la prévalence de la maladie voir méme créer un
statut du LES en Algérie.

A T’avenir, L’évolution dans la compréhension de la physiopathologie du lupus permet

d’ouvrir de nouveaux espoirs dans le traitement de cette maladie.
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Resumeé



Résumé

L’objectif de ce travail est de réaliser dans un premier lieu, une étude épidémiologique
rétrospective et analytique sur des patients atteints de la maladie auto-immune le lupus
érythémateux systémique exprimant des anticorps anti-nucléaires (AAN). Ensuite nous avons
procédé a I’analyse des caractéristiques biologiques et du profil des autoanticorps antinucléaires
de 29 patients. Les résultats épidémiologiques révélent que 1’age le plus touché par cette
maladie était entre 30 et 40 ans avec une dominance féminine et un sex-ratio de 4,8 chez les
patients lupiques, les anomalies biologiques observées étaient : Anémie (51.72%), protéinurie
> 0,5¢/24h (17,24%) en faveur d’une atteinte rénale, syndrome inflammatoire : VS accélérée
(82,75%), CRP positive (80%) et une hypergammaglobulinémie (75%), aussi des troubles

d’hémostase marqué par une hypoprothrombinémie (21%).

Par ailleurs, les anticorps antinucléaires (AAN) ont été recherchés par la technique
d’immunofluorescence indirecte (pour la détection des anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA, anti-SSB)
et par crithidia luciliae (pour la détection des anti-ADNN). Nos résultats ont montré que 1’anti-
ADNn constitue le type d’anticorps le plus abondant suivi par I’anti-Sm et anti-RNP et anti-
SSA et anti-SSB.

Mots clé : lupus érythémateux systémique, anticorps antinucléaires, immunofluorescence,

crithidia luciliae.




Abstrait

The aim of this work is to carry out in a first place, a retrospective and analytical
epidemiological study on patients with autoimmune disease systemic lupus erythematous
expressing anti-nuclear antibodies (ANA). Then we analyzed the biological characteristics and
the profile of the antinuclear autoantibodies of 29 patients. The epidemiological results reveal
that the age most affected by this disease was between 30 and 40 years old with a female
dominance and a sex ratio of 4.8 in lupus patients, the biological abnormalities observed were:
anemia (51.72%), proteinuria> 0.5g / 24h (17.24%) in favor of renal impairment, inflammatory
syndrome: accelerated VS (82.75%), CRP positive (80%) and hypergammaglobulinemia
(75%), also disorders hemostasis marked by hypoprothrombinemia (21%).In addition, the
laboratory abnormalities observed were: Anemia (51.72%), proteinuria> 0.5g / 24h (17.24%)
in favor of renal involvement, inflammatory syndrome: accelerated VS (82.75%), positive CRP
(80%) and hypergammaglobulinemia (75%), also hemostasis disorders marked by
hypoprothrombinemia (21%).

In addition, the antinuclear antibodies (ANA) were investigated by the indirect
immunofluorescence technique (for the detection of anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA, anti-SSB)
and by Crithidia luciliae (for the detection of anti dSDNA). Our results showed that anti-nDNA
is the most abundant antibody type followed by anti-Sm and anti-RNP and anti-SSA and anti-
SSB.

Keywords: systemic lupus erythematous, antinuclear autoantibodies, indirect

immunofluorescence technique, Crithidia luciliae.
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