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Introduction 

 

 

Les maladies auto-immunes (MAI) sont dues à une hyperactivité du système 

immunitaire à l'encontre de substances ou de tissus qui sont normalement présents dans 

l'organisme, en y provoquant ainsi des dommages structurels ou fonctionnels.  

Les maladies auto-immunes touchent environ 5% de la population dans les pays 

occidentaux (Subra. J, 2004). 

Elles représentent la troisième Cause  de mortalité dans les pays industrialisés, derrière 

le cancer et  les  maladies cardiovasculaires. 

 Les maladies auto-immunes sont d’origine multifactorielle. La survenue MAI 

résulterait de l’interaction entre des facteurs des environnementaux et des traits génétiques de 

susceptibilité, qui pris isolément ne sont ni nécessaires ni suffisants pour induire une MAI 

(Benveniste. O et al, 2012). 

Le but de notre étude est de déterminer la stratégie utilisé au cours de la recherche des 

anticorps antinucléaires au sein du Laboratoire d'Immunologie de l’Hôpital Militaire  

Régional Universitaire Constantine (HMRUC), pour démontrer leur intérêt dans le diagnostic 

des maladies auto-immune systémique. 
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I. L'auto-immunité 

I.1. Définition d'auto-immunité 

L’auto-immunité est la rupture des mécanismes de défense qui conduit à l’action 

pathogène du système immunitaire vis-à-vis des constituants naturels de l’organisme et à 

l’apparition d’une maladie dite auto-immune (MAI), qui peut être défini par l’activation du 

système immunitaire du patient contre ses propres antigènes (Ag) (Bonnotte et al, 2004). 

Les maladies auto-immunes sont d’origine multifactorielle. En effet, la prédisposition à 

ces maladies repose le plus souvent à la fois sur des  facteurs propres à l’individu (facteurs 

génétiques) et des facteurs d’environnement (Abid et al, 2006). 

I.1.1. Auto-immunité physiologique 

L’activation et l’expression des lymphocytes T et des lymphocytes B sont étroitement 

contrôlées dans les conditions physiologiques. C’est la défaillance des mécanismes de 

contrôle qui est à l’origine de la survenue de manifestations auto-immunes. Dans un premier 

temps, il faut distinguer l’immunité innée, la première ligne de défense de l’organisme, de 

l’immunité adaptative, dont les acteurs sont les LB et les LT. Ensuite successivement les 

mécanismes pouvant contribuer à la survenue de pathologies auto-immunes, qu’il s’agisse 

d’un défaut de contrôle de la réponse immunitaire humorale ou cellulaire (Bonnotte et al, 

2004).  

I.1.2. Auto-immunité pathologique 

L’auto-immunité est physiologique, mais le système de régulation de cette auto-

immunité peut être défaillant. Il apparait alors une auto-immunité pathologique, auto 

agressive, qui va aboutir au déclenchement d’une maladie auto-immune, soit par la 

prolifération de L B auto agressifs, soit par la prolifération de LT auto agressifs de forte 

affinité. Ces maladies auto-immunes dépendent de facteurs immunogénétiques et de facteurs 

d’environnement (Huck et al, 1996). 
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I.2. L’épidémiologie des maladies auto-immunes 

L’épidémiologie des maladies auto-immunes reste difficile à déterminer avec précision, 

car il faut éviter les biais de sélections liés au regroupement des patients dans les grands 

centres hospitaliers. Par exemple, la polyarthrite rhumatoïde, le syndrome de Gougerot 

Sjögren et le diabète auto-immun (DID) sont des maladies auto-immunes fréquentes, leurs 

prévalences sont respectivement de 1000 à 4000 pour  100 000 habitants, 100 à 500 cas pour 

100 000 habitants et 200 à 300 pour 100 000 habitants. Le lupus érythémateux systémique 

(LES) et la sclérodermie sont des maladies systémiques rares avec une prévalence respective 

de 15 à 50 pour 100 000 habitants, 20 pour 100 000 habitants (Cotten et al, 2013).  

I.3.  Les facteurs de risque  

I.3.1. Sexe et l’âge  

D’une façon générale, les maladies auto-immunes s’observent préférentiellement chez 

la femme (par exemple pour la sclérodermie, la prédominance féminine est de 3 à 6 femmes 

pour 1 homme) et à tout âge.  

Chez la femme, ces maladies sont retrouvées en période d’activité ovarienne, avec un 

pic de fréquence entre 10 et 40 ans pour le lupus érythémateux systémique et entre 30 et 

50ans pour la sclérodermie, alors que le syndrome de Gougerot Sjögren touche les femmes 

dans 90% des cas et s’observe surtout dans la période de la ménopause (âge moyen lors de 

l’apparition du premier symptôme est de 43 ans) (Armengol et al, 2014). 

Plusieurs mécanismes pourraient rendre compte du rôle aggravant des  estrogènes et de 

l’effet bénéfique des androgènes sur les MAI. Les estrogènes augmenteraient la sécrétion de 

la prolactine et celle des hormones de croissance, qui elles mêmes peuvent jouer un rôle dans 

la prolifération des lymphocytes T et B (Huck et al, 1996). 

Les androgènes semblent exercer principalement des effets inhibiteurs sur la réponse 

immune en général et l'auto-immunité en particulier par des mécanismes agissant directement 

sur des cellules du système immunitaire ou sur certains organes cibles. Ces observations 

suggèrent qu'un déficit androgénique pourrait être associé à l'apparition de manifestations 

immunopathologiques (Edwards et al, 1989). 
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Les stéroïdes sexuels pourraient moduler la  réponse immune car le thymus est une cible 

probable de ces hormones.  De même, les androgènes semblent augmenter l’activité des 

lymphocytes T suppresseurs, peut-être par l’intermédiaire de l’IL-2 (Huck et al, 1996). 

I.3.2. Facteurs génétiques  

Les études génétiques réalisées dans les modèles animaux de MAI ont montré qu’il 

existait au moins 25 gènes qui peuvent contribuer à une susceptibilité particulière pour ces 

maladies. Ces gènes codent principalement pour les protéines du CMH de classe I et de classe 

II, les cytokines, les récepteurs des cytokines, les protéines impliquées dans la régulation de la 

réponse immunitaire et dans l’apoptose. Chez l’homme, la présence de certains allèles du 

CMH est associée à une augmentation du risque de survenue de certaines pathologies auto-

immunes (Bonnotte et al, 2004). 

I.3.3. Facteurs environnementaux  

Plusieurs facteurs externes favorisent le développement des maladies auto-

immunes comme les rayons ultra-violets, les infections (Amoura et al, 2014), un mimétisme 

moléculaire entre les épitopes de certains agents infectieux (virus herpes, différents rétrovirus 

et le cytomégalovirus humain) (Subra et al, 2004). 

I.3.4. Rôle des médicaments  

Un certain nombre de médicaments et d’agents chimiques sont incriminés dans les 

maladies auto-immunes et en particulier dans le LES. Ce sont notamment, le procainamide 

(un anti-arythmique), l’hydralazine (un anti-hypertenseur) et le 5-azacytidine (Garaud  et al, 

2010). Le mécanisme d’action de ces drogues a été précisé puisqu’il fait intervenir une 

inhibition des ADN méthyltransféraseS (DNMTs) ou en amont une inhibition de la kinase Erk 

(Extracellular signal-regulated kinase) qui contrôle l’expression de DNMTs (Achour et al, 

2014). 

I.3.5. Le stress  

Les conséquences biologiques du stress sont de mieux en mieux comprises. Au cours du 

stress, les glucocorticoïdes et les catécholamines libérées par l’axe hypothalamo-hypophysaire 

vont modifier l’équilibre des balances cytokiniques Th1/Th2 et Th17/Treg et être à l’origine 
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d’une inhibition de l’immunité cellulaire, d’une diminution de la tolérance immunitaire et 

d’une stimulation de l’immunité humorale. Ces modifications exposent les individus entre 

autre aux maladies auto-immunes. La prise en charge spécifique du stress devrait donc faire 

partie du traitement d’une maladie auto-immune.  

Il active l’axe hypothalamo hypophyso surrénalien (HHS) et le système nerveux 

autonome à l’origine d’une sécrétion de glucocorticoïdes (GC) et de catécholamines dont le 

but est de rétablir l’équilibre qui préexistait à l’événement stressant. Cependant les effets au 

long cours du stress engendrent une diminution de l’immunité cellulaire et la stimulation de 

l’immunité humorale qui peuvent augmenter la susceptibilité aux maladies infectieuses, 

tumorales ou auto-immunes (Chamoux et al, 2013). 

I.4. Mécanismes de défense  

Le système immunitaire joue à la fois un rôle dans la destruction et dans la tolérance des 

cellules. Ainsi, notre système immunitaire tolère nos propres cellules. Pour qu’une MAI 

apparaisse, il faut aussi une rupture de tolérance immunitaire. Cette tolérance repose sur deux 

mécanismes de mécanisme de tolérance: 

 Tolérance centrale (dans le thymus ou moelle osseuse). 

 Tolérance périphérique (dans la circulation générale ou dans les organes lymphoïdes 

secondaires) (Bussone et al, 2009). 

I.4.1. La tolérance  centrale 

 Il s’agit de processus de tolérance centrale dont l’objet est de vérifier la capacité de 

reconnaissance et de réactivité des récepteurs à l’antigène nouvellement synthétisés vis-à-vis 

des antigènes du soi afin d’éviter l’émergence de cellules auto-réactives. 

Au sein du thymus les récepteurs des LcT sont générés grâce à une recombinaison au 

hasard de segments géniques. Pour éviter la survenue de MAI, l’organisme doit éliminer les 

LcT fortement auto-réactifs. Au sein du thymus, tous les antigènes (Ag) de l’organisme sont 

présentés et tous les LcT qui reconnaissent fortement un auto-Ag meurent par apoptose. Cette 

sélection se résume par la phrase suivante: «l’organisme est tolérant à tout ce que le LcT voit 

dans le thymus». Le facteur de transcription (qui permet l’activation de gènes) auto-immune 

régulateur (AIRE) est impliqué dans l’expression de nombreux gènes codant pour de 
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nombreuses protéines. Aussi, une mutation de ce gène, qui induit une diminution de 

l’expression de plus d’une centaine de gènes au sein du thymus, est responsable de certaines 

maladies  auto-immune systémique (comme: hépatite, anémie hémolytique, diabète type 1). 

Néanmoins, chez la grande majorité des patients atteints de MAI, aucune anomalie de 

l’expression de facteurs de transcription n’a été rapportée à ce jour (Bonnotte et al, 2004). 

I.4.2. La tolérance  périphérique 

Il s’agit de la tolérance  périphérique dont le but ultime est de moduler les réactions 

auto-immunes ainsi que de freiner les réponses immunitaires vis-à-vis d’exoantigènes afin 

d’éviter des réactions exacerbées dommageables pour l’organisme (Cotten et al, 2013). 

Chez tous les individus il existe dans l’organisme des LcT reconnaissant avec une 

affinité faible des Ag du soi et qui sont exprimées par les cellules de l’organisme. Néanmoins 

dans la plupart des cas, les patients ne développent pas de MAI. Les deux principale raisons 

qui expliquent l’absence de ces maladies sont une présentation inefficace de l’auto-Ag par les 

cellules de l’organisme ne permettant pas l’activation des LcT auto-réactifs et une régulation 

efficace du système immunitaire (Bonnotte et al, 2004). 

Différents mécanismes de défense permettent au système immunitaire de se protéger 

contre ces clones auto réactifs, pour les éliminer ou les inactiver (Figure 1) (Bussone et al, 

2009). 

 
Figure 1: la réponse immunitaire (activation des LcT par les DC et coopération LcT et 

LcB) (Bonnotte et al, 2004). 
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I.5. Mécanisme de l’auto-immunité  

Les mécanismes conduisant à une production des auto-anticorps (AAc) par une rupture 

durable de l'auto-tolérance sont mal connus. Les principaux mécanismes qui pourraient être 

impliqués sont les suivants: 

- court-circuit des lymphocytes T auxiliaires tolérants: un antigène exogène peut 

présenter des similitudes de structures avec un antigène du soi de telle sorte que la 

même molécule portera des épitopes du non soi et un épitope du soi. Ainsi, des 

lymphocytes T reconnaissant un épitope étranger, non toléré, pourront coopérer avec 

des lymphocytes B dirigés contre l'épitope commun au soi et à l'antigène exogène, 

permettant ainsi aux lymphocytes B de produire de grandes quantités d'AAc. Ce 

mimétisme moléculaire pourrait rendre compte du rôle des infections dans l'auto-

immunité. De façon analogue, la modification physique (U V, chaleur) ou chimique 

(médicaments hapténiques) d'un auto-antigène peut déclencher une auto-

immunisation. 

- L'expression anormale des molécules HLA de classe II à la surface de cellules, qui, 

naturellement, n'en expriment pas, peut permettre à des lymphocytes T ayant échappé 

à la délétion et à l'anergie de reconnaître un auto-antigène. Des infections, en 

particulier virales, peuvent induire une telle expression. Cela n'est pas suffisant 

expérimentalement pour induire une maladie auto-immune, mais dans la mesure où 

l'auto-immunisation est multifactorielle, ce mécanisme peut être un des éléments 

impliqués. Un défaut de contrôle par des cellules T suppressives peut aussi contribuer 

à l'auto-immunisation, comme le montrent certains modèles animaux et comme le 

suggèrent les déficits en fonctions T-suppressives constatés dans nombre de maladies 

auto-immunes (Dighiero et al, 2003). 

 

I.6. Mécanismes lésionnels des maladies auto-immunes 

L’intensité de l’activation des lymphocytes B auto-réactifs se traduit par la production 

d’une quantité importante d’auto anticorps correspondants. Cette intensité  peut être corrélée à 

l’importance du processus physiopathologique et donc à la sévérité de la MAI. Lorsque les 

auto-Ac produits sont directement  responsables des lésions tissulaires ou cellulaires. On 

conçoit que la mesure des taux des anticorps pathogènes soit un indicateur fidèle et direct du 
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processus lésionnel. Au cours des MAI non spécifiques d’organe, la présence et le taux de 

certaines auto-Ac ont une valeur pronostique (Achour et al, 2014). 

I.7. Classification des maladies auto-immunes  

La classification de certaines pathologies auto-immunes est basée sur la 

physiopathologie et le type d’auto-anticorps correspondants (Tableau 1) (Subra et al, 2004). 

Ces maladies sont divisées en deux grands groupes: 

- MAI spécifiques d’organes (anticorps anti tissus ou anti cellules),  

- MAI non spécifiques d’organe (anticorps antinucléaires (ANA)).  

I.7.1. Les maladies auto-immunes spécifiques d’organes  

I.7.1.1. Diabète de type 1  

Le DID est une maladie auto-immune spécifique d'organe. C’est la conséquence d’une 

carence d’insulino-sécrétion due à la destruction spécifique des cellules β des îlots de 

Langerhans par un processus auto-immune [(Wémeau et al,  2014), (Laforgue et al, 2000)]. 

I.7.1.2. Thyroïdites auto-immunes  

Les maladies thyroïdiennes (hypothyroïdie, hyperthyroïdie, nodules thyroïdiens) sont 

les pathologies endocriniennes les plus fréquentes chez les femmes en âge de procréer. La 

thyroïde peut être le siège de maladies auto-immunes, par l’action des auto-anticorps dirigés 

contre les cellules thyroïdiennes. Il existe de plus des augmentations des besoins métaboliques 

et des modifications du système immunitaire pouvant être un facteur de dérégulation ou de 

révélation de ces maladies thyroïdiennes (Bricaire et al, 2015). 

I.7.1.3. Hépatite auto-immune 

L’hépatite auto-immune (HAI) est une pathologie inflammatoire chronique du foie, de 

cause inconnue, qui affecte les enfants et les adultes des deux sexes, avec une prédilection 

pour les femmes (75 %) (Cacoub et al, 2014). 

 

 

http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/thyroide-159
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8106-anticorps-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8265-cellule-definition
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I.7.1.4. La myasthénie  

La myasthénie se caractérise par une faiblesse musculaire et une fatigabilité anormale à 

l’effort. C’est une maladie auto-immune due à la présence d’anticorps dirigés contre des 

composants de la membrane musculaire localisés au niveau de la jonction neuromusculaire. 

Dans la majorité des cas, il s’agit d’auto-anticorps dirigés contre le récepteur de 

l’acétylcholine (RACh) (Eymard et al, 2014). 

I.7.2. Les maladies auto-immunes non spécifiques d’organes 

I.7.2.1. Lupus érythémateux systémique  

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune non spécifique 

d’organe, affecte préférentiellement les femmes jeunes, mais elle peut toucher aussi les 

enfants et les personnes  âgées (Amoura et al, 2014). 

C’st une pathologie inflammatoire chronique rare, caractérisée par la production 

excessive de divers anticorps dont les plus spécifiques sont dirigés contre certains composants 

du noyau tels que l’ADN natif et les nucléosomes (Eriksson et al, 2011). Sur le plan clinique; 

elle peut être responsable d’une atteinte cutanée, articulaire, rénale, hématologique, cardiaque 

ou neurologique, les séreuses et/ou d’autres organes. Cette affection conduit à des expressions 

cliniques différentes d’un sujet à l’autre avec comme point commun des poussées 

entrecoupées par des périodes de rémission (Meyer et al, 2010). 

I.7.2.2. Le syndrome de Gougerot-Sjögren  

Le syndrome de Gougerot-Sjögren (SGS) est une maladie auto-immune inflammatoire 

chronique de cause inconnue. Elle est souvent caractérisée par une diminution de la sécrétion 

des glandes lacrymales, déterminant une xérophtalmie, et par une réduction de la sécrétion des 

glandes salivaires, responsable d'une xérostomie, d'où la dénomination de "syndrome sec" 

(Attia et  al,  2010). 

L’infiltration lymphocytaire des glandes salivaires qui caractérise ce syndrome présente 

une bonne accessibilité facilitant le diagnostic et la recherche clinique (Fauchais et al, 2014). 

Le syndrome de Gougerot-Sjögren est divisé en primaire ou secondaire. Ce dernier est 

associé aux collagénoses, telle qu’une polyarthrite rhumatoïde, un LES, un connectivite 
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mixte, une sclérodermie, une polymyosite-dermatomyosite ou une polychondrite récidivante 

(Carvajal. et al, 2015). 

I.7.2.3. Sclérodermie  

La Sclérodermie systémique est une pathologie touchant le tissu conjonctif, les 

artérioles et les microvaisseaux, caractérisée par la survenue d’une fibrose cutanée et viscérale 

ainsi que des phénomènes ischémiques. À ce jour, les thérapies proposées sont limitées et 

aucun traitement anti fibroses n’a fait preuve d’efficacité (Daumas et al, 2013). 

I.7.2.4. La connectivite mixte  

La connectivite mixte est une maladie inflammatoire chronique qui se manifeste par des 

symptômes très variables d’une personne à l’autre et qui peut toucher tous les organes. Les 

principales manifestations sont des douleurs articulaires et musculaires, un gonflement des 

mains et des doigts et une grande fatigue. Dans certains cas, les poumons, le cœur, les reins 

et/ou la peau peuvent aussi être touchés (Harb et al,  2004). 

 Les connectivites (Connective Tissue Diseases, CTD) rassemblent un certain nombre 

de syndromes dont l’étiopathogénie n’est que partiellement comprise, mais dont le point 

commun réside en une atteinte inflammatoire auto-immune d’un ou de plusieurs organes. La 

validation de critères de diagnostiques a permis aux cliniciens de les individualiser avec plus 

de sécurité, en fonction de caractéristiques clinico-biologiques propres à chacune d’entre elles 

(Lerner  et al, 2007). Elle est caractérisée par une réponse immune dirigée contre des 

constituants du noyau cellulaire qui sont les ribonucléoprotéines (RNP) (Coughlin et al, 

2013). 
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Tableau 1: Comparaison des maladies auto-immunes spécifiques d’organes et non 

spécifiques d’organe [(Ernerudh. J, et al, 2006) ET (Atouf. O, et al, 2012)]. 

 MAI spécifiques d’organes MAI non spécifiques d’organes 

Antigène Essentiellement localisé dans un 

organe donné. 

Répandu dans l’organisme entier. 

Lésions L’antigène tissulaire est la cible de 

l’attaque immunologique. 

Dépôts de complexes immuns circulants, 

en particulier dans les reins et les 

articulations. 

Associations Avec d’autres anticorps ou des 

maladies spécifiques d’organes. 

Avec d’autres anticorps ou des maladies 

non spécifiques d’organes.  

 

II. Les marqueurs des maladies auto-immunes 

Les anticorps (Ac)  sont des caractéristiques biologiques mesurées et évaluée comme un 

indicateur soit d’un processus biologique normal ou pathologique (Tron et al, 2014). 

Si ces marqueurs dit les auto-anticorps dans le cas des maladies auto-immunes sont 

toujours dirigés contre des composants du soi, ils ne sont toutefois pas spécifiques de 

l’individu, puisqu’ils reconnaissent des déterminants publics, présents chez tous les individus 

d’une même espèce, et parfois comme c’est le cas des auto-anticorps anti-ADN (Dighiero et 

al, 2003). 

II.1. Le rapport entre les auto-anticorps naturels et pathologiques 

Le rapport entre auto-anticorps naturels et pathogènes reste à définir. La première 

hypothèse propose que les auto-anticorps pathologiques sont la conséquence d’une 

stimulation polyclonale incontrôlée des cellules auto-réactives normales, ce qui entraîne une 

augmentation au delà d’un seuil tolérable des auto-anticorps. 

La deuxième hypothèse assume que les auto-anticorps pathologiques sont la 

conséquence d’un processus de sélection induit par l’auto-antigène, qui induit des mutations 

somatiques résultant de la production d’un auto-anticorps pathologique de forte affinité. 
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Ceci pourrait être en faveur d’un processus de sélection dirigé par l’antigène dans le cas 

des auto-anticorps pathogènes, ou alternativement, que les auto-anticorps naturels et 

pathogènes sont produits par des clones B différents (Dighiero  et al, 2003). 

II.2. Les auto-anticorps antinucléaires (ANA) 

Les auto-anticorps anti-nucléaires sont utilisés pour diagnostiquer une MAI, 

systémique. Elles  sont donc des biomarqueurs pouvant être utilisés avec des objectifs divers 

au cours des MAI non spécifiques d’organe. La valeur d’un biomarqueur et du test qui le 

mesure doit être cependant évaluée sur des critères rigoureux, de même que le niveau de 

preuve d’utilité clinique. Ils sont le produit de clones lymphocytaires B auto-réactifs dont 

l’activation et la différenciation sont la conséquence du processus auto-immun [(Tron et al, 

2014) et (Beauvillain et al, 2006)]. 

Les ANA sont des isotypes IgG, qui regroupent de nombreux auto-anticorps dirigés 

contre des protéines participant à la structure et aux fonctions du noyau cellulaire (ADN, 

histones, centromères, antigènes nucléaires solubles….) (Dubucquoi et al, 2004). II sont 

principalement recherchés au cours des connectivites, incluant le LES, la sclérodermie 

systémique, le syndrome de Gougerot-Sjogren et la connectivite mixte (Degenne et al, 2006). 

Les anticorps antinucléaires (ANA) sont les marqueurs sériques les plus 

caractéristiques. Leur cible antigénique est généralement localisée dans des complexes 

supramoléculaires comme le nucléosome, le splicéosome, la particule ribonucléoprotéique Ro 

et le ribosome (Degenne et al, 2006). 

 Les  Auto-anticorps anti-antigènes nucléaires sont divisés en deux groupes (Figure 2): 

- Non soluble la chromatine et ses constituants: Ac anti-ADN natif (ADNn) et anti-

ADN  simple brin (ADNsb), Ac anti-ARN, anti-histone. 

- Antinucléosome solubles: Ac anti-Sm, anti-U1-RNP, anti-SSA et anti-SSB Soluble: 

SSA, SSB, ACA, RNP (Meroni et al, 2010). 



27 
 

 

Figure 2: les auto-anticorps antinucléaires dans les principales maladies auto-immunes 

systémiques (Emile et al, 2010). 

II.2.1. Anti-DNA natif 

Les anticorps anti-ssDNA dirigés contre l’ADN simple brin, dénaturé, dont la cible est 

fréquemment représentée par les bases puriques ou pyrimidiques cachées dans la double 

hélice d’ADN et les anticorps anti-dsDNA dirigés contre l’ADN double brin natif  (Hamann 

et al, 2014). 

Les anticorps anti-dsDNA par contre sont très spécifiques du LES. Il faut donc 

spécifiquement les rechercher lorsque l’IFI révèle une fluorescence homogène (Dueymes et 

al, 2007). 

II.2.2. Antihistones 

Les histones sont des protéines basiques, riches en arginine et en lysine qui, avec la 

double hélice d’ADN, constituent la majeure partie de la chromatine. Il existe 5 différentes 

classes d’histones (H1, H2B, H2A, H3 et H4). Des anticorps contre les différentes classes 

d’histones ont été décrits dans le lupus, mais ne sont pas limités à cette maladie (Dueymes et 

al, 2007). 
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II.2.3. Anti-nucléosome 

Le nucléosome, unité fondamentale de la chromatine, est composé d’ADN en double 

hélice et d’histones. Les anticorps anti-nucléosome (ou anti-chromatine) se lient aux 

complexes d’ADN et d’histones mais pas à leurs composants individuels. Au même titre que 

les anticorps anti dsDNA, ils sont très spécifiques du LES (Dueymes et al, 2007). 

II.2.4. Anti-Smith (anti-Sm) 

Les anticorps anti-Sm ont pour cible des protéines faisant partie d’un sous-groupe de 

ribonucléoprotéines, les small nuclear ribonuclear protein (sRNP). Les anticorps anti Sm sont 

détectés chez 5 à 30% des patients avec un LES, donc ils sont très spécifiques de ce type des 

MAI (Caquet et al, 2008).  

II.2.5. Anti-Ro/SSA et anti-La/SSB 

Les anticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB sont dirigés contre des protéines faisant 

partie d’un complexe antigénique hétérogène. Le complexe Ro/La, constitué de trois protéines 

différentes (52 kD Ro, 60 kD Ro et 48 kD La) et de petits ARN (Y1, Y2, Y3, Y4 et Y5) 

synthétisés dans le noyau sous le contrôle d’une ARN polymérase III, dont le rôle est peu 

clair. Les anticorps anti-Ro/SSA et les anticorps anti-SS-A sont retrouvés dans le syndrome 

de Gougerot Sjegren primitif avec la plus grande fréquence: 60 à 95 %, avec un poids 

moléculaire de 60 kD SA-60 et SSA-52  est appendu à l’extrémité 5′ et anti-La/SSB  à SSB-

48 appendu à l’extrémité 3′, sont principalement associés à deux connectivites : le syndrome 

de Sjogren et le LES (Dueymes et al, 2007). 

Les anticorps anti-Ro/SSA sont retrouvés chez 10 à 60% des patients avec un LES. De 

plus, environ 50% des patients présentant un LES avec anticorps anti-Ro/SSA ont également 

des anticorps anti-La/SSB. Fait important à retenir, les grossesses des patientes présentant des 

anticorps anti-Ro/SSA ou anti-La/SSB peuvent se compliquer d’un lupus néonatal (Amoura et 

al, 2004).  

II.2.6. Anti-RNP 

Comme les anticorps anti-Sm, les anticorps anti-nucléo protéine (anti-RNP) sont dirigés 

contre des protéines faisant partie des snRNP, et plus précisément contre des protéines 
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associées à l’ARN. Ce sont donc des anticorps anti-U1RNP (Lerner et al, 2007). Ces 

anticorps sont souvent détectés chez les patients avec un LES, alors que des titres élevés de 

ces Ac sont nécessaires au diagnostic de la connectivite mixte (Dueymes et al, 2007). 

II.2.7. Anti-Scl-70 

Les anticorps anti-Scl-70 ou antitopoisomérase I sont très spécifiques de la sclérodermie 

systémique. Ils sont très rarement retrouvés chez des patients avec une autre connectivite ou 

chez des sujets sains sont associés à la forme cutanée limitée de la sclérodermie systémique 

(Renaudineau et al, 2006). 

II.2.8. Anti-centromère (ACA) 

Le centromère est la zone du chromosome au niveau de laquelle, pendant la mitose, les 

deux chromosomes frères restent attachés avant de se séparer. Il existe à ce niveau une 

structure appelée kinétochore qui permet l’arrimage des chromosomes sur les fibres du fuseau 

mitotique pour permettre leur migration vers les deux pôles de la cellule. Les anticorps anti-

centromères, qui devraient plutôt être appelés anti-kinétochore, reconnaissent différentes 

protéines de cette structure. Anticorps anti-centromère sont très spécifiques de la sclérodermie 

systémique cutanée limitée (Dueymes et al, 2007). 

II.3. Le rôle des auto-anticorps  

o Le rôle physiologique des auto-anticorps naturels : le rôle physiologique des ANA 

reste à définir. Il est très probable que ces ANA constituent une composante essentielle 

de l’immunité naturelle et qu’ils jouent un rôle majeur comme première barrière de 

défense. Ce système, très bien conservé pendant l’évolution, aurait pour rôle d’établir 

une première barrière de défense, en attendant que le système immunitaire produise des 

anticorps spécifiques (Dighiero et al, 2003). 

o Les auto-anticorps font partie des critères de diagnostic : ils ont pris place parmi les 

critères de diagnostic d’un certain nombre de maladies auto-immunes du fait d’une 

meilleure compréhension des pathologies impliquant le système immunitaire et de la 

mise au point de techniques de dépistage, d’identification et de quantification plus 

performantes (Atouf et al, 2012). 

o Les auto-anticorps donnent une orientation sur le diagnostic: l’exemple type de 

l’orientation du diagnostic par les AC est la recherche des ANA par 
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immunofluorescence indirect (IFI) sur cellule Hep2. Selon l’aspect de la fluorescence, 

le biologiste oriente sa recherche vers un certain nombre d’AC et choisit le test à 

réaliser en seconde intention pour identifier les cibles antigéniques et pose le diagnostic. 

Ainsi, un aspect homogène fait rechercher des AC dirigés contre les dsDNA et les 

histones qui sont associés au lupus. Un aspect moucheté grossier est en faveur d’un anti-

ribonucléoprotéine (RNP), ou d’un anti-Smith (anti-Sm) qui sont associés aux 

connectivites mixtes ou au lupus. Un aspect moucheté moyen correspond à un anti-

SSA, ou SSB ce qui est en faveur d’un syndrome de Gougerot- Sjögren ou d’un lupus. 

Un aspect moucheté fin évoque un anti-Scl 70 spécifique de la sclérodermie. Un 

marquage moucheté des noyaux comportant 46 grains réguliers fluorescents est en 

faveur d’un anti-centromère qui est associé au CREST syndrome (calcinose, phénomène 

de Raynaud, dysmotilité œsophagienne, sclérodactylie, télangiectasies) (Atouf et al, 

2012).  

o   Les auto-anticorps sont à la base de la classification des maladies auto-immunes : 

l’importance de la place des Ac est aussi démontrée par le fait qu’ils font partie des 

critères biologiques de classification de certaines pathologies auto-immunes (Atouf et 

al, 2012).  

o Les auto-anticorps peuvent aider au diagnostic différentiel : dans un certain nombre 

de situations pathologiques où plusieurs diagnostics sont évoqués, les AC peuvent 

apporter un élément en faveur de l’un ou de l’autre diagnostic (Atouf et al, 2012). 

o Les auto-anticorps peuvent constituer un élément du suivi thérapeutique : le 

dernier rôle et pas des moindres que l’on peut attribuer aux AC est le fait qu’ils soient 

dans certaines pathologies de bons indicateurs de l’évolution sous traitement (Atouf et 

al, 2012). 

III. La recherche des auto-anticorps 

La recherche des auto-anticorps est un examen très régulièrement utilisé dans les 

situations cliniques peu claires. Leur détection repose sur une démarche en cascade avec deux  

méthodes qui sont habituellement utilisées pour rechercher les ANA (Figure 3). Il faut 

commencer par un dépistage à l’aide d’une immunofluorescence indirecte, puis si le dépistage 

est positif, il se poursuit par une étape d’identification grâce à la méthode immuno-dot, dont 

l’objectif est la caractérisation du ou des antigènes cibles reconnus par l’ANA dépisté (Sibilia 

et al, 2002). 
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Figure 3: la recherche d’ANA [(Foggia. P, et al, 2013), (Castro. C, et al, 2010)]. 

III.1. Principe de l’immunofluorescence indirecte 

L’IFI utilise les propriétés de la réaction antigène/anticorps. Cette technique permet de 

détecter les sérums contenant des auto-anticorps reconnaissant différents antigènes 

antinucléaire (Figure 4). Elle est effectuée sur des frottis de cellules Hep-2 au Hep 2000 qui 

sont des cellules de carcinome laryngé humain utilisées dans la plupart des kits commerciaux 

[(Madsen et al, 2010), (Bonaguri et al, 2012)]. 

 

Figure 4: anticorps anti-immunoglobulines humaines marqués à la fluorescéine       

(Liu et al 2014) 

Immunodo

t 

Crithidia luciliae  
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L’aspect de la fluorescence obtenu  peut orienter vers une spécificité particulière mais il 

faut la confirmer par des techniques spécifiques (Immunodot et Crithidia luciliae) (Bradwell 

et al, 2006). 

L’immunofluorescence indirecte reste à l’heure actuelle la technique de dépistage pour 

la plupart des auto-anticorps. Les images de fluorescence observées (Figure 5) donnent une 

première information sur l’identité de la cible (Tableau 2) [(Bradwell et al, 2006), (Goulvestr 

et al, 2006)]. D’autres méthodes vont permettre l’identification précise de la nature 

moléculaire de l’antigène contre lequel est dirigé l’anticorps détecté (Büttner et al, 2009). 

Tableau 2: Principaux anticorps évoqués en fonction de l'aspect sur cellules 

Hep2000 (Goetz et al,  2012). 

Aspect de fluorescence  Spécificité évoquée 

Homogène  Anti-ADN natif, anti-histone, anti-nucléosome 

Moucheté  RNP, Sm, SSA, SSB, Scl70 

Nucléolaire Anti-/Scl, 

centromèrique  Centromère 

 

 

Figure 5: Les principaux aspects de fluorescence [(Bottino et al, 2015),  

 (Foggia et al, 2013)]. 
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III.2. Le tests lmmunodot  

C’est  une méthodologie utilisé pour la détermination des auto-anticorps antinucléaires 

solubles, déposés sous forme de gouttes et fixés sur des bandelettes de nitrocellulose. Les 

bandelettes ainsi parées sont incubées avec le sérum du patient étudié (Figure 6) (Beauvillain 

et al, 2006). 

La technologie Immunodot est la seconde étape est la confirmation de la spécificité 

antigénique (Bahon Riedinge et al, 2004). 

 

Figure 6: Détection des anticorps anti-ANS par immunodot (Beauvillain et al, 2006). 

III.3.  DNA Crithidia luciliae  

Les anti-ADN natifs déterminés par immunofluorescence indirecte sur Crithidia 

lucialiae (El Hajj et al, 2009). C’est un test de détection indirecte des anticorps 

immunofluorescents qui utilise comme substrat les Crithidia luciliae, hémoflagellées. Cet 

organisme à cellule unique possède une mitochondrie géante qui contient une masse 

fortement condensée d’ADN double brin (Duhamel et al,  2010). 

Les auto-anticorps anti-ADN double brin sont présents de façon quasi exclusive chez 

les patients atteints du lupus et sont donc considérés comme des anticorps marqueurs. Il 

semble que cette masse d’ADN double brin, connue sous le nom de kinétoplaste, sert de 

substrat sensible et spécifique pour la détection d’auto-anticorps anti-ADN double brin 

(Percannella et al, 2011). 

Alors que le test utilisé habituellement pour la détection des ANA est un test sensible 

pour la détection du lupus et d’autres maladies des tissus conjonctifs, il est loin d’être 
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spécifique au lupus (Hachulla et al, 2007). Pour cette raison, tous les échantillons ANA 

positifs devraient être testés pour la détection spécifique d’anticorps anti-ADN double 

brin(Goetz et al, 2005). La présence de ces anticorps (Figure 7) indique fortement une 

présence de lupus; toute fois, leur absence n’exclut pas le SLE dans tous les cas (Iannello et 

al, 2011). 

Diverses méthodes ont été utilisées au fil des ans pour la détection des anticorps anti-

ADN double brin. L’avantage principal d’un tel test est basé sur les C. luciliae est sa 

spécificité, en raison de la nature de la masse circulaire fortement spiralée d’ADN double brin 

dans le kinétoplaste. Cette caractéristique est extrêmement importante pour un test de 

détection des anticorps marqueurs (Chimica et al,  2010). 

 

Figure 7: Aspect homogène de DNAn (Foggia et al, 2013). 

IV. L’intérêt pratique des anticorps antinucléaires 

La plupart des maladies auto-immunes systémiques sont caractérisées par des auto-

anticorps dont la valeur du diagnostic (spécificité et sensibilité) est variable (Bahon-Riedinge 

et al, 2002). Ces principaux anticorps antinucléaires, sont résumés dans le (Tableau 3). 

Tous les anticorps antinucléaires n’ont pas une spécificité de diagnostic absolue, mais 

certains d’entre eux, comme les anti-Sm, les anti- SSA et anti-SSB, sont exclusivement 

observés au cours des maladies auto-immunes (Büttner et al, 2009). Certains d’entre eux 

peuvent avoir une valeur pronostique, comme par exemple les anti-ADN natifs et les anti-

nucléosomes associés à des formes sévères de lupus avec atteinte rénale, les anti-Scl 70 

associés à des sclérodermies systémiques compliquées de fibroses pulmonaires (Castro et al, 

2010).        
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Tableau 3: Association clinique des principaux ANA (Sibilia et al, 2002) 

Auto-anticorps Maladie associée (sensibilité %) 

Anti-ADN natif  Lupus Erythémateux Disséminé= LED 50-70% 

Anti-RNP  Connectivite mixte (95%) LED 10-15% 

Anti-Sm  LED (15-25%) 

Anti-SSA  Syndrome de Gougerot Sjogren (60-80%), LED 20-40%) 

Anti-SSB  Syndrome de Gougerot Sjogren (50-70%), LED (10-20%) 

Anti-Scl70  Sclérodermie 30% 

Anti-centromère  Syndrome CREST (85%) 
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I. Matériels et méthode 

Cette étude descriptive et analytique s’est déroulée au sein du laboratoire 

d’immunologie de 1'Hôpital Militaire Régional Universitaire Constantine (HMRUC) entre 20 

Avril et 20 Mai 2015, portant sur 40 patients chez qui nous avons recherché des maladies 

auto-immunes systémiques. 

A l’aide d’un questionnaire nous avons pu extraire les critères suivant : 

- les données relatives au patient. 

- signes cliniques. 

- les données biologique et radiologique. 

En plus, une recherche d’anticorps antinucléaires (ANA) a été réalisée chez 50 patients, 

parmi lesquels 40 patients sont ANA positives (85% sont des femmes).  

I.1. Prélèvement sanguin  

Nous avons effectué le prélèvement sanguin en  suivant une méthodologie adoptée dans 

ce travail, consiste d’abord à l’enregistrement de la demande d’examens. Pour chaque malade 

les tubes de prélèvement doivent être étiquetés avec des codes-barres contenant les 

renseignements des patients. Ces données doivent  être aussi inscrites sur des fiches avec la 

date et le lieu de prélèvement. 

Le sang de patient est recueilli sur tube suc et centrifugés à 3000 rpm pendant 5 min et 

acheminé au laboratoire dans un réfrigérateur pour y être conservé à une température de 4C
0
. 

Chaque patient a bénéficié d’un bilan biologique incluant le dosage des anticorps 

antinucléaire (ANA) [ou des facteurs antinucléaires (FAN): auto-anticorps non spécifique 

d’organe]. 

I.2. Le dosage  

 La détection des ANA repose sur une démarche en cascade, car toute recherche 

commence par un dépistage grâce à une immunofluorescence indirecte (IFI), puis, si le 

dépistage est positif, il sera suivi d’une étape d’identification par la technique de l’immunodot 

(ANA prophile 3) pour l’identification des auto-anticorps soluble et le test de Crithidia 

luciliae pour l’identification des DNAn. 
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I.2.1. Dépistage des auto-anticorps par la méthode d’IFI 

I.2.1.1. Principe   

La technique d’immunofluorescence est une technique sérologique basée sur la réaction 

antigène/anticorps (Figure 8).  

L’IFI s’effectue en deux temps : le complexe antigène-anticorps est révélé par un 

anticorps marqué spécifique de l'isotype du premier anticorps. Lors d’une première 

incubation, le sérum du patient, source potentielle des auto-anticorps, est mis au contact d’un 

substrat (tissus ou cellules déposés dans les puits d’une lame de microscope). 

Après lavage, pour éliminer les protéines fixées faiblement de manière non spécifique, 

une deuxième incubation est réalisée avec un anti-sérum spécifique des immunoglobulines 

humaines marqué par des fluorochromes (Figure 8). Ce sont des substances qui ont pour 

propriétés d’émettre une fluorescence dans le visible lorsqu’ils sont excités par une lumière 

dans les longueurs d’onde de l’ultra-violet. Trois sont d’utilisation courante: l’isothiocyanate 

de fluorescéine (FITC), la phycoérythrine (PE) et la rhodamine. La lecture se fait à l’aide d’un 

microscope à fluorescence équipé en épilumination. 

 

Figure 8: les étapes de l’immunofluorescence indirect (IFI). 
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I.2.1.2. Le mode opératoire 

1
ère  

étape : dilution  

Dilution du sérum à tester en  1 /80 dans le par le PBS. 

 

 

2
ème

 étape : incubation des échantillons  

1. Choisir les lames et les contrôleurs spécifiques pour chaque lame (selon le type de l’Ac 

recherché). 

2. Mettre le contrôle positif et négatif dans les deux premiers puits des lames.  

3. Pipeter 25 µL de chaque échantillon dilué dans les puits respectifs de la microplaque 

(Figure 9).  

 

Figure 9: les échantillons dans les microplaques 

4. Incuber pendant 30 min à une température ambiante (18-25°C) dans une chambre humide 

(Figure 10).   

 

Figure 10: incubation des échantillons. 

10 µl du sérum+790 µl du PBS 
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3
ème

 étape : lavage  

Laver les plaques 2 fois avec le tampon de lavage dilué PBS Pour éliminé l’excès de 

solution (Figure 11), en frappant la plaque retournée sur du papier absorbant. 

 

Figure 11: premier lavage de la microplaque  après incubation. 

4
ème

 étape : addition du conjugué  

1. Pipeter 20 µL de conjugué enzymatique (anticorps de chèvre anti-Ig humaines marqué) 

dans chaque puits (Figure 12). 

 

Figure 12: le conjugué enzymatique sur microplaque. 

2. Incuber 30 min à température ambiante (18-25°C) à l’abri de la lumière directe dans une 

chambre noire (Figure 13). 

 

 

Figure 13: incubation des échantillons. 
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5
ème

 étape : 2
éme

 lavage  

- Laver les plaques 2 fois par PBS et le bleu de Vence (10 gouttes dans uns PBS) 

pendant 5 min dans la première fois (Figure 14). 

 

Figure 14: lavage de microplaque avec le bleu de Vence.  

- Et dans le tampon de lavage PBS pendant 5 min dans la 2
éme

 fois (Figure 15). 

 

Figure 15: lavage de microplaque par  PBS. 

6
ème

 étape : séchage  

1. Séchage des lames par le papier absorbant (Figure 16). 

 

Figure 16: séchage des microplaques. 
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2. Mettre 10 µL de l’huile à immersion (milieux de montage), et elle devra être adaptée 

au type et à la marque de microscope utilisé (Figure 17).  

 

Figure 37: mettre l’huile de montage. 

3. Mette lamelle sur lame. 

7
ème

 étape : lecture 

C’est l’étape d’évaluation à l’aide d’une analyse visuelle des lames par microscope 

(Figure 18) et interprétation des résultats. Le résultat obtenu est sous forme des aspects de 

la fluorescence (Figure 19).  

 

Figure 48: analyse des lames par microscope à fluorescence. 

La détection des auto-anticorps effectuée sur les cellules obtenues dans les lames  

génère des aspects de fluorescence spécifiques. Les quatre aspects principaux décrits pour la 

fluorescence du noyau sont les suivants (Figure 19). 

- Homogène: Ac anti ADN, anti histones ou anti nucléosome. 



43 
 

- Mouchetée: Ac anti antigènes nucléaires solubles (ENA). 

-Nucléolaire : Ac anti antigènes. 

- Centromérique: Ac anti antigènes. 

 

   

Aspect homogène Aspect nucléolaire Aspect moucheté Aspect centromère 

Figure 19: les aspects de la fluorescence. 

Dans le cas des aspects condensé et mal visualisé nous avons réalisé d’autres dilutions 

(voire le tableau 1 dans l’annexe).              

I.2.2. L’identification des auto-anticorps solubles par la méthode immunodot 

La positivité du test de dépistage par IFI indique la présence d’anticorps dirigés contre 

un ou plusieurs antigènes nucléaires (ADN natif, antigènes nucléaires solubles (SSA, SSB, 

Sm, RNP, Scl70, ACA)…) que l’on pourra ensuite caractériser par d’autres techniques.  

 Le type de la fluorescence observée et le titre des anticorps sont des éléments qui 

orientent le biologiste lors de la caractérisation des spécificités antigéniques reconnues dans 

ce cas en utilisant une autre méthode appelée immunodot qui permet l’identification des cet 

auto-anticorps solubles (ENA) c’est le cas des aspects moucheté. 

I.2.2.1. Principe du test  immunodot  

Il s’agit d’un test qualitatif in vitro utilisé pour la détection des auto-anticorps humains 

de classe IgG, dirigés contre 14 antigènes différent: nRNP, Sm, SS-A, SS-B, Scl-70, PM-Scl, 

dsDNA, Histones, Nucléosome, protéine ribosomale dans le sérum. Nous avons utilisé un Kit 

immunodot (EUROLINE® ANA Profil 3) pour le typage des ANA dépistés à l’IFI sur cellule 

Hep2000 au Hep2. 
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I.2.2.2. Le mode opératoire   

1
ère

 étape : 1
er 

Incubation 

- Remplir chaque rigole avec 1.5 ml d’échantillon de sérum dilué (Figure 20) et 

incuber a température amiante (+18°C a +25°C) pendant 30 minutes sur un agitateur a 

bascule. 

 

Figure 20: mettre d’échantillon de sérum dilué et bandelette.  

2
ème

: lavage  

- Aspirer et éliminer le liquide de chaque rigole, ensuite laver sur un agitateur à 

bascule 3 fois pendants 5 minutes chaque rigole avec 1.5ml de tampon de lavage dilué. 

3
ème

 étape : 2
ème 

incubation  

- Déposer 1,5 ml de conjugué enzymatique dilue (anti-IgG humaine couplé a la 

phosphatase alcaline) dans chaque rigole et incuber pendant pendant 30 minutes a 

température ambiante (+18°C a +25°C) sur un agitateur à bascule (Figure 21). 

 

Figure 21: incubation de la bandelette et du conjugué enzymatique dilué 

 

4
ème

 étape : 2
ème

 lavage  

- Aspirer et éliminer le liquide de chaque rigole et laver comme décrit ci-dessus.  
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5
éme

 étape : 3
éme

 Incubation 

- Déposer 1,5 ml de solution de substrat dans chaque rigole du bac d’incubation. 

Incuber pendant 10 minutes a température ambiante (+18°C a +25°C) sur un agitateur 

a basculée (Figure 22).  

 

Figure 22: incubation de bond lette avec substrat. 

6
éme 

étape : arrêt 

- Aspirer et éliminer le liquide de chaque rigole et laver chaque bandelette 3 

foies pendant 5 minutes avec de l’eau distillée.  

7
éme

 étape : évaluation  

- Placer la bandelette test sur le protocole d’évaluation (Figure 23), sécher a l’air 

et évalue. 

 

Figure 23: révélation de l’immunodot. 

Dans le cas des aspects homogènes il faut faire une autre technique pour la mise en 

évidence des anticorps anti-ADNn, c’est la techniques appelé test de Crithidia luciliae.  
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I.2.3.  Principe du test de Crithidia luciliae 

C’est une technique d’immunofluorescence indirecte, dans laquelle les échantillons sont 

incubés avec l’antigène fixé sur la lame et les anticorps non liés sont éliminés au lavage. Le 

substrat est incubé avec un conjugué fluorescéine spécifique et le réactif non lié est ensuite 

éliminé au lavage. Lorsqu’ils sont vus à l’aide d’un microscope fluorescent, les échantillons 

ayant une réaction positive aux auto-anticorps afficheront une fluorescence vert pomme qui 

correspond aux zones de la cellule ou des noyaux où l’auto-anticorps s’est lié.  

I.2.3.1. Le mode opératoire du test de Crithidia luciliae 

1
ère 

étape: Préparation de la lame substrat  

- laisser la lame atteindre la température ambiante avant de la retirer de sa pochette. 

- Étiqueter la lame à l’aide d’un crayon et la placer dans une chambre humide adéquate. 

- Ajouter une goutte (20 à 25 µl) du Contrôle positif non dilué et du Contrôle négatif 

respectivement sur les puits 1 et 2.  

- Ajouter une goutte (20 à 25 µl) de l’échantillon du patient sur les puits restants. 

2
ème 

étape: Incubation de la lame substrat  

- incuber la lame pendant 30 minutes dans une chambre humide (un essuie-tout humide 

placé à plat au fond d’un récipient de plastique où de verre fermé permet de maintenir 

les conditions d’humidité appropriées). Ne pas laisser le substrat se dessécher pendant la 

procédure d’analyse. 

3
ème 

étape: 1
er

 Lavage de la lame substrat  

- Après l’incubation, utiliser une pissette de plastique ou une pipette pour éliminer le 

sérum en rinçant délicatement avec la solution tampon PBS diluée. 

- Orienter la lame et le flot de solution tampon PBS de façon à minimiser le débordement 

des échantillons entre les puits. Ne pas diriger le flot directement dans les puits sous 

peine d’abîmer le substrat.  

- Si désiré, placez les lame dans une fiole de Coplin d'amortisseur dilué de PBS pendant 

jusqu'à 5 minutes. 
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4
ème 

étape  Addition du conjugué fluorescent   

- Eliminer l’excès de la solution PBS en secouant la lame. Replacer la lame dans la 

chambre humide et recouvrir immédiatement chaque puits d’une goutte de conjugué 

fluorescent. Incuber la lame pendant 30  minutes. 

5
ème  

étape: 2
éme 

Lavage de la lame substrat  

- utiliser une pissette de plastique ou une pipette pour éliminer le sérum en rinçant 

délicatement avec la solution tampon PBS diluée. 

-  Orienter la lame et le flot de solution PBS de façon à minimiser le débordement des 

échantillons entre les puits. Ne pas diriger le flot directement dans les puits sous peine 

d’abîmer le substrat.  

- Si désiré, placez les lame dans une fiole de Coplin d'amortisseur dilué de PBS pendant 

jusqu'à 5 minutes. 

6
éme 

étape: Montage  

- Egoutter 10 µL de huile à immersion (milieux de montage) elle devra être adaptée au 

type et à la marque de microscope utilisé. 

- Mettre lamelle sur les lames. 

7
éme 

étape: lecture 

Il s’agit d’une analyse visuelle des lames par microscope et interprétation des résultats. 

Le résultat obtenu est sous forme des aspects de la fluorescence (Figure 24). 

 

Figure 24: aspect homogène de DNAn. 

 



48 
 

 

 

 

 

 

    Résultats 

 Et  

Discussions  
 

 

 

 

 



49 
 

II. Résultats et discussions  

II.1. Répartition des patients selon le sexe 

 

Figure 25: Répartition des patients selon le sexe. 

Parmi les 40 patients représentant une maladie auto-immunes 85% sont de sexe féminin. 

Cela confirme que les femmes sont plus touchées que les hommes. 

Ces résultats sont en accord avec l’étude de Hachulla et al, 2007, qui a retrouvé que les 

maladies systémiques auto-immunes touchent avec prédilection la femme, souvent en âge de 

procréation.  

II.2. Répartition des patients selon L’âge 

 

Figure 26: Répartition des patients selon la tranche d’âge. 
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Notre série est composée de 40 patients dont l’âge varie de 17 à 72 ans, avec une 

moyenne de 43.65ans et la tranche d’âge située entre 28 et 38 ans est la plus touchée avec un 

pourcentage de 35%. Nos résultats sont comparable avec des ceux de Abed et al, 2012 qui a 

trouvé d’après son étude épidémiologique que la moyenne d’âge est de 44,5. Alors que 

Hachulla et al, 2007, a démontrer que la sclérodermie systémique (ScS) est rencontrée entre 

40 et 50 ans.  

II.3. Les signes cliniques 

 

Figure 27: répartition des patients selon les signes cliniques. 

L’atteinte rhumatologique a constitué l’atteinte la plus fréquente avec 41,11% des cas, 

suivie de la Myalgie accompagnée d’une  douleur avec 34,44% des cas. Broussolle et al, 2003 

a trouvé que les signes cliniques initiaux de LES sont les arthrites, la fièvre et l’anémie. Mais 

les atteintes articulaires restent des signes essentiels de la maladie débutante, mais avec une 

fréquence moins importante, confirmée au cours de l’évolution. 

Les principales difficultés du diagnostic sont rencontrées avec les signes articulaires: 

arthrose, arthrites microcristallines, autres arthropathies inflammatoires comme la 

pseudopolyarthrite rhizomélique. 

41,11% 

34,44% 

15,56% 
8,89% 
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Selon Faedda et al, 2008, diverses manifestations rhumatologiques sont fréquentes au 

cours dune sclérodermie. Les signes articulaires surviennent de façon inaugurale dans 24 % à 

96 % des cas. 

II.4. Répartition des patients selon le type de la maladie 

 

 

Figure 28: Répartition de patients selon le type de la maladie. 

 Chez notre population nous avons remarqué la présence de trois types de maladies 

différentes, dont lupus est la plus représentée avec 52.5%, soit 21 cas (20 femmes et 1 

homme), suivie de la Sclérodermie et le syndrome de Gougerot-sjogren avec 27.5% et 15% 

respectivement. Cela résultat est comparable avec  celui de Louzir et al, 2002 qui dit que le 

lupus systémique est une maladie essentiellement de la femme adulte et touche rarement les 

hommes. 
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II.5. Le profil immunologique  

 

Figure 29: répartition de l’aspect des ANA. 

 La recherche des ANA est réalisée par la méthode d’immunofluorescence indirect (IFI) 

qui permet la détection la présence d’ANA. 

Cette méthode est utilisée dans l’expérience de Abed et al, 2012 qui dit que  la recherche 

et d’identification des ANA est fréquente d’être confronté à une situation où le dépistage 

par immunofluorescence indirecte (IFI) détecte la présence d’ANA. 

Pendant la période d’étude, 50 demandes de recherche d’ANA étaient adressées à notre 

laboratoire. Le dépistage de ces ANA par IFI a révélé 40 cas (80 %) des sérums positifs. 

Parmi ces sérums,  nous avons retrouvé que l’aspect moucheté (55 %), et l’aspect 

nucléaire (19 %) sont les plus représentés. 

 Selon André et al, 2012, une bonne analyse de l’aspect de fluorescence oriente souvent 

vers la spécificité de l’anticorps et vers les tests d’identification. C’est pour quoi on 

utilise la technique immunodot pour la recherche d’ANA solubles. Cette technique a été 

effectuée chez 40 patients. 
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II.6. La répartition des ANA selon les types des maladies  

 

 

Figure 30: résultats du bilan immunologique selon la présence des ANA            

dans les maladies systémique. 

Les anticorps anti ADN natifs étaient positifs chez des patients lupiques avec 63% et 

patients présentant une Sclérodermie avec 26%. 

- Les anticorps Anti-ACA étaient positifs chez tous les  patients présentant une  

Sclérodermie. 

- Les anticorps Anti-Scl70 étaient positifs dans 58,33% des patients lupiques et de  

41,66% des patients avec une Sclérodermie. 

- Par contre, les anticorps Anti-SSA et Anti-SSB étaient positifs chez 62,5% des 

patients présentant un syndrome de Gougerot-sjogren et de 25% des patients lupiques.  

-Pour les anticorps Anti-Sm /RNP, ils étaient positifs dans 50% des patients à une 

Connectivité et chez 25% des patients lupiques.  

Ces résultats sont comparables avec ceux retrouvés par Sibilia et al, 2002 qui a 

démontré que la prévalence: 

- des anti-ADN natif est entre 50-70% dans le cas des LES est entre 10-15% dans le cas 

de la Sclérodermie. 

- des Anti-Sm est de 15-25% dans les LES. 

- des Anti-RNP est de 10-15% dans les LES, de 95% dans la Connectivite mixte et de 5-

10% dans le cas de syndrome de  Gougerot-Sjögren. 
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- des Anti- SS-A dans le syndrome de Gougerot-Sjögren est de 60-80% est de 20-40% 

dans le cas des LES. 

- des Anti-La / SS-B en cas d’un Syndrome de Gougerot-Sjögren est 50-70% est de 10-

20% dans le cas des LES. 

- des Anti-Scl 70 dans la Sclérodermie systémique est de 30%. 

- des Anti-centromère (anti-ACA) en cas d’un Sclérodermie est de 85%. 

On peut dire donc que chaque auto-anticorps a une valeur de spécificité et de sensibilité 

pour chaque type de maladie auto-immune. El Hajj et al, 2009 a démontré que grâce à la 

spécificité de ces anticorps, les techniques de détection se sont perfectionnées et leurs rôles et 

leur intérêt clinique ont été précisés. 
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Conclusion 

 

Les anticorps antinucléaires (ANA) réagissent avec divers constituants du noyau 

cellulaire. Leur recherche a un intérêt majeur dans le diagnostic des connectivites, mais on les 

rencontre aussi dans d’autres maladies inflammatoires et chez les sujets âgés. Ils constituent 

un groupe hétérogène d’auto-anticorps dont il importe de déterminer la spécificité pour 

orienter le diagnostic différentiel. 

Leur détection repose sur une démarche en cascade car toute recherche d’ANA commence 

avec un dépistage par immunofluorescence indirecte (IFI), qui est une technique maîtresse de 

dépistage des auto-anticorps puisqu’elle permet la détection de la plupart des anticorps utiles 

au diagnostic, pronostic et suivi des maladies auto-immunes spécifiques et non spécifiques 

d’organe.  

Les images de fluorescence observées donnent une première information sur l’identité 

de la cible. Si le dépistage est positif, il sera suivi d’une étape d’identification dont l’objectif 

est la caractérisation du ou des antigènes cibles reconnus par l’ANA dépisté grâce à d’autres 

méthodes, permettant l’identification précise de la nature moléculaire de l’antigène contre 

lequel est dirigé l’anticorps détecté.  

La recherche d’auto-anticorps doit être confiée à un laboratoire capable de mettre en 

œuvre l’ensemble des techniques nécessaires à leur détection et leur identification. Tout 

résultat doit être interprété en fonction du contexte clinique, d’où la nécessité d’une 

collaboration étroite entre le médecin prescripteur et le biologiste. L’immunofluorescence 

indirecte reste à l’heure actuelle la technique de dépistage pour la plupart des auto-anticorps. 
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L’annexe 

Tableau 1: Les dilutions initiales des sérums  

Cellules, organes ou substrats 

utilisé 

Auto-anticorps 

recherches 

Dilution initiale 
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Cellules Hep2 ou Hep 2000 Anti-nucléaires 1/80 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau  2: Réactifs communs de la méthode IFI 

Déscription Format 

Lames, contenaant chacune 14 puis avec 

des cellules Hep 2000 humaine 

10 lames 

Anti-IgG humaine couple a la FITC 

(chévre),prêt a l’emploi 

1 x 1,5 ml 

Contrôle positif :autoanticorps anti-

nucléaire humain, prêt a l’emploi 

1 x 0,1 ml 

Contrôle négatif : négatif en 

autoanticorps, humain, pert a l’enploi  

1 x 0,1 ml 

Sel pour PBS pH 7,2  2 sachets 

Tween 20 2 x 2,0 ml 

Milieu d’inclusion, prét a l’emploi 1 x 3,0 ml 

 

Tableau 3: Composition du coffret de méthode  ANA profile  

Composition Format 

Bandelettes tests coatées avec les antigènes : nRNP, Sm, SS-A, SS- 16 bandelettes  

Dilution Exemples : 

1/80 10 µl du sérum+790 µl du PBS 25 µl  du s sérum+1975 µl  du PBS  

1/160 100  µl  de la dilution 1/80+ 100 µl  du PBS 

1/320 100  µl  de la dilution 1/160 +100 µl  

du PBS 

100  µl  de la dilution 1/80+ 300 µl  

du PBS 

1/640 100  µl  de la dilution 1/320 +100 µl  

du PBS 

100  µl  de la dilution 1/80+ 700 µl  

du PBS 

1/1000 Faire la dilution 1/100 : 10 µl sérum + 990  µl  du PBS. 

Puis : 100  µl  de la dilution 1/100 + 900  µl  du PBS 
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B, Scl-70, PM-Scl, dsDNA, Histones, Jo-1, Nucléosome, protéine P 

ribosomale et AMA-M2, PCNA, CENP B 

Contrôle positif, (IgG, humain), concentré 100X 1x 0,02 ml 

Conjugué enzymatique  

Anti-IgG Humaine couplé a la phosphatase alcalin (chévre), 

concentré 10x 

 

1x3 ml 

Tampon échantillon, prêt a l’emploi 1x100 ml 

Tampon de lavage, concentré 10x 1x50 ml 

Solution de substrat 

Nitrobleutetrazoliumchloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 

(NBT/BCIP), prêt à l’emploi  

 

1x30ml 

Bac d’incubation 2x8 rigoles 
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Ce travail repose sur une étude descriptive et analytique réalisée au sein du laboratoire 

d’immunologie de 1'Hôpital Militaire Régional Universitaire Constantine (HMRUC) entre 20 

Avril et 20 Mai 2015. En plus de la recherche des maladies auto-immunes systémiques chez 

40 patients, une recherche d’anticorps antinucléaires (ANA) a été réalisée chez 50 patients, 

parmi lesquels 40 patients sont ANA positives. 

Nous avons constaté que la tranche d’âge située entre 28 et 38ans est la plus touchée par 

les MAI et touchant beaucoup plus les femmes (85%). Elles sont marquées par la présence 

des atteintes rhumatologiques qui constituent les signes cliniques les plus fréquentés avec 

41,11% des cas, suivie de la Myalgie accompagnée d’une  douleur avec 34,44% des cas.  

Le lupus systémique est une maladie essentiellement de la femme adulte et touche 

rarement les hommes, cela a été confirmé par notre étude dans laquelle nous avons retrouvé 

20 femmes lupique et un seul homme. 

 L’immunofluorescence indirecte (IFI) représente la technique maîtresse de dépistage 

des auto-anticorps puisqu’elle permet la détection de la plupart des anticorps utiles au 

diagnostic, pronostic et suivi des maladies auto-immunes spécifiques et non spécifiques 

d’organe. Si le dépistage est positif, il se poursuit par une étape d’identification des antigènes 

cibles reconnus par l’ANA dépisté par la méthode immunodot.  

Mots de clés: Anticorps antinucléaires, maladie auto-immune systémique, 

immunofluorescence indirecte,  immunodot, auto-anticorps. 
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This work is based on a descriptiv and analytical study conducted in the laboratory of 

immunology Regional 1'Hôpital Military University Constantine (HMRUC) between 20 April 

and 20 May 2015. In addition to research systemic autoimmune disease in 40 patients, 

antinuclear antibody (ANA) was performed in 50 patients, including 40 patients are positive 

ANA. 

We found that the age group between 28 and 38 years is the most affected by the MAI 

and affecting more women (85%). They are marked by the presence of rheumatic attacks 

which are the busiest clinical signs with 41.11% of cases, followed by myalgia accompanied 

by pain with 34.44% of cases. 

Systemic lupus is a disease primarily of adult women and rarely affects men; this was 

confirmed by our study in which we found 20 lupus women and one man. 

 Indirect fluorescent antibody (IFA) is the centerpiece of technical screening since 

autoantibodies allows the detection of most of the antibodies useful in the diagnosis, 

prognosis and monitoring of specific autoimmune diseases and organ nonspecific. If the 

screening is positive, it is followed by a step of identifying the target antigens recognized by 

the ANA detected by immunodot method. 

 

Key words: antinuclear antibodies, systemic autoimmune disease, indirect 

immunofluorescence, immunodot, autoantibodies. 
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 20َسخُذ هزا انعًم عهً دساست وصفُت وححهُهُت أجشَج فٍ يخخبش عهى انًُبعت ببنًسخشفً انعسكشٌ قسُطُُت يب بٍُ 

يشَضب  40و قذ أجشَت انبحث عهً  يشَضب ، 40و انبحث عٍ أيشاض انًُبعت انزاحُت نذي . 2015يبٌ  20و  أفشَم

يشَضب  40يشَضب يٍ بُُهى (  50) نذي  (ANA) انبحث عٍ الاجسبو انًضبدةيٍ يشض انًُبعت انزاحُت حُث حى َعبَىٌ 

.إَجببُت   ور  

و  28كًب  أٌ انفئت انعًشَت انًًخذة يب بٍُ . يقبسَت ببنشجبل( ٪85)يٍ انُسبء  حصُب عذد كُبش  انزاحُتالأيشاض  وجذَب أٌ

٪ ، حهُهب أنى عضهٍ بُسبت 44,11عبيب هٍ انفئت الأكثش حضشسا و حكىٌ يصحىبت بأعشاض كبِو انشويبحُزيُت بُسبت  38

34،44٪.  

يب َصُب انشجبل، هزا يب أكذحه انُخُجت انًخحصم انزئبت انحًشاء هى يشض َصُب فٍ انًقبو الأول انُسبء انببنغبث، وَبدسا 

.ايشأة يصببت ببنزئبت انحًشاء يقببم سجم واحذ فقط 20عهُهب يٍ خلال بحثُب وجىد   

 هٍ حقُُت حسًحنخشخُص أيشاض انًُبعت انزاحُت  IFIقًُب ببسخعًبل حقُُت ( ANA)و كسبُم نهكشف عٍ الأجسبو انًضبدة 

 را كبٌ انفحص إَجببُب َخبع بخطىةفإ· ة انًسخعًهت فٍ سصذ ايشاض انًُبعت انزاحُتببنكشف عٍ يعظى الأجسبو انًضبد

 todonummIأو .liaicul aidihtircنخحذَذ انًسخضذاث انًخعشف عهُهب يٍ قبم بطشَقت 

.  

:انكهًبث انًفخبحُت    

. انًسخضذاث, IFI, انزئبت انحًشاء, أيشاض انًُبعت انزاحُت انُظبيُت,  الاجسبو انًضبدة   

 

 


