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Les dernieres décennies ont été marquées par des spectaculaires décou-
vertes scientifiques qui ont accéléré de fagcon remarquable I’évolution de I"auto-
immunologie. Aujourd’hui, nous savons gu’il existe une cinquantaine de maladies dans
lesquelles I'auto-immunité est démontrée par la présence d’autoanticorps. Chaque
année des maladies bien connues, souvent depuis de nombreuses années, s’averent
étre de nature auto-immune. Environ 80 autoanticorps différents peuvent actuellement
étre recherchés et peuvent servir de biomarqueurs de ces maladies. Les progrés gigan-
tesques effectués en immunologie n’ont pu se réaliser que gréace a I'optimisation de
nouvelles technologies. Issues de la recherche, de nouvelles approches et de nouvelles
technologies sont en train de révolutionner les méthodes de recherche et d’identification
des autoanticorps. L'auto-immunologie a été transférée des laboratoires spécialisés dans
les laboratoires de routine.

Le diagnostic clinique des maladies auto-immunes est difficile. C’est pourquoi I'iden-
tification des autoanticorps doit étre précise. Celle-ci dépend de la qualité des réactifs
employés et de la connaissance du biologiste dans I'interprétation des tests. L'immuno-
fluorescence demeure la méthode la plus utilisée pour la recherche des autoanticorps.
Les tentatives de remplacement de I'immunofluorescence sur cellules HEp-2 par des
méthodes immunoenzymatiques ont entrainé un tollé de protestations de la part des
rhumatologues américains, obligeant les immunologistes a son maintien. Notre groupe a
toujours défendu cette démarche. Un des arguments avancés par les laboratoires améri-
cains était la difficulté de la lecture microscopique. Celle-ci a entrainé le développement
et la fabrication de systemes de lecture automatique permettant de séparer les aspects
positifs des négatifs. Quant a I'interprétation des images, celle-ci reste le privilége de I'ceil
humain. Pour cela il faut des expérimentateurs instruits pour cette tache. «La chance ne
sourit qu’aux esprits bien préparés » (Louis Pasteur).

Des coupes de tissus sont disponibles pour la recherche des anticorps spécifiques
d’organes. Des sérums de contrdle positifs sont indispensables pour vérifier leurs per-
formances. Pour certains autoanticorps tres particuliers nous disposons maintenant de
cultures de cellules transfectées. Leur utilisation n’est pas toujours aussi facile que nous
I’annoncent les fabricants et I'interprétation est souvent délicate. En somme, I'auto-im-
munologie est une spécialité a part de la biologie médicale!

C’est dans cet esprit que fonctionne le GEAI, créé il y a 14 ans! Nous échangeons plusieurs
fois par an nos impressions, nos expériences sur les différents domaines du diagnostic auto-
immun. C’est dans ce méme esprit que nous avons organisé notre 7¢ Colloque, moment
de discussion et de réflexion partagées avec toutes celles et tous ceux qui, comme nous,
sont passionnés par les autoanticorps.

Atous je souhaite de passer deux journées utiles et agréables.

Professeur René-Louis Humbel
Président du GEAI
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ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Conduite a tenir devant la mise en évidence
d’anticorps antinucléaires sur HEp-2

Joélle Goetz2b*

EH Introduction

Autoanticorps les plus prescrits en pratique médicale, les
anticorps antinucléaires (ANA) sont dépistés par immuno-
fluorescence indirecte sur cellules HEp-2. Lorsque le résultat
du dépistage est positif, les ANA sont titrés, identifiés et
les résultats obtenus interprétés en fonction du contexte
clinique ayant motivé leur recherche. Ce n’est, en effet,
que de la confrontation clinicobiologique que nait un dia-
gnostic de connectivite ou d’hépatopathie auto-immune,
principales indications de la recherche des ANA.

E Le titrage des ANA

2.1. Dépistage des ANA: rappels

Détectant la plupart des ANA, I'immunofluorescence indi-
recte (IF1) sur cellules HEp-2 reste le «gold standard » pour
le dépistage des ANA [1, 2, 3]. Il n’y a cependant pas de
consensus concernant les facteurs pouvant influencer les
résultats de I'lFl (conditions de culture et fixation des cellules
HEp-2, dilution de dépistage, spécificité du conjugué...),
ce qui constitue un véritable handicap aux tentatives de
standardisation de la méthode [2].

En pratique, la plupart des laboratoires effectuent le
dépistage des ANA a une dilution du sérum au 1/80° ou
au 1/160¢. Toutes techniques confondues, 10 a 15 %
des sujets adultes apparemment sains ont des ANA a
la dilution au 1/80° et 5 % au 1/160¢, et cette fréquence
augmente avec I'age, principalement chez les femmes
aprés 60 ans [1, 4]. De tels titres sont a I’évidence sans
valeur diagnostique.

2.2. Titrage des ANA

Lorsque le dépistage est positif, des dilutions de raison 2
du sérum permettent de préciser le titre des ANA c’est-
a-dire I'inverse de la derniére dilution donnant encore une

A Laboratoire central d’'immunologie

1 Centre national de référence des maladies systémiques
et auto-immunes rares

Hopitaux Universitaires de Strasbourg

1, place de I'Hopital

67091 Strasbourg Cedex

* Correspondance
joelle.goetz@chru-strasbourg.fr

fluorescence. Chaque laboratoire doit définir son seuil
de positivité et préciser sur la feuille de résultat si le titre
observé est significatif (pathologique) ou non.

Lorsque le titre est élevé, le résultat est souvent rendu
supérieur a une dilution limite (généralement 1/1 280).
Les titres élevés sont principalement observés dans les
maladies auto-immunes mais ils peuvent étre retrouvés
dans d’autres circonstances. |l semble aussi que certains
sujets apparemment sains développent des ANA a titre
élevé avec un aspect de fluorescence particulier appelé
«dense fine speckled » (Ac anti-DSF-70, I'antigéne cible
ayant un poids moléculaire de 70 kDa) [3, 5, 6]. Les situa-
tions au cours desquelles peuvent étre observés des ANA
figurent dans le tableau I [7, 8].

Tableau | - Situations au cours desquelles
peuvent étre observés des ANA [d’apreés 7, 8].

Données cliniques

% sujets ayant des ANA

Maladies auto-immunes
Lupus érythémateux systémique > 95
Sclérodermie systémique 60 - 90
Syndrome de Gougerot-Sjogren 40-70
Dermatomyosite, polymyosite 40-70
Connectivite mixte 100
Polyarthrite rhumatoide 15-50
Hépatopathies auto-immunes Variable
Purpura thrombopénique idiopathique 10-30
Thyroidite auto-immune 30-50
Sclérose en plaques 25
Autres circonstances
Fibrose pulmonaire idiopathique 55
Infections V_ariable.;
si chronique: 10 - 50
Cancers Variable
Fibromyalgie 15-25
ANA ou lupus induits par des médicaments | 50 -100
Implants mammaires en silicone 15-25
Sujets apparemment sains
5
Population normale (titre 1/160) augmente avec age;
femmes > hommes
Apparentés de sujets avec connectivite 5-25
Grossesse 5-10

© 2012 — Elsevier Masson SAS — Tous droits réserves.
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EX Lidentification des ANA

En pratique clinique, I'intérét des ANA tient a la valeur
diagnostique et pronostique de certains d’entre eux qui
sont de véritables marqueurs des connectivites.
L’identification de ces marqueurs est effectuée:

e sur prescription médicale ciblée par des cliniciens qui
ont I'expérience de ces pathologies;

¢ a l'initiative du biologiste guidé par le titre des ANA
et/ou I'aspect de la fluorescence.

3.1. Les aspects de fluorescence

L'IFI détecte a de rares exceptions prés (certains Ac anti-
Ro/SS-A et anti-Jo-1) la quasi-totalité des ANA ayant un
intérét en pathologie humaine . La nature et la
localisation de la fluorescence définissent I'aspect de la
fluorescence ou le pattern. La dénomination des images
n’est pas consensuelle, une nomenclature des aspects de
fluorescence révisée en 2010 devrait apporter une homo-
généité dans la définition des aspects de fluorescence
rendus par les laboratoires [3].

Nous nous limiterons aux seuls aspects de fluorescence
nucléaire, la conduite a tenir en cas de fluorescence cyto-
plasmique a déja été traitée au cours d’un précédent
colloque [9].

Dans certains cas, I'aspect de la fluorescence nucléaire est
suffisamment évocateur pour que I'on puisse en déduire
la structure nucléaire reconnue par I’Ac: Ac anti-centro-
meres, Ac anti-membrane nucléaire, Ac anti-nucléoles, Ac
anti-corps nucléaires de type nuclear dots.

Dans d’autres cas, I'aspect de la fluorescence nécessite
une identification des ANA dépistés [3, 10, 11].

Les aspects mouchetés de la fluorescence doivent étre
complétés par une recherche d’Ac anti-ENA (extractable
nuclear antigen) dirigés contre les antigenes nucléaires
solubles quand il s’agit d’images de type:

® « coarse granular» (moucheté gros grains) évocatrices
de la présence d’Ac anti-spliceosomes ou complexes
d’épissage tels que les Ac anti-Sm et anti-U1 RNP;

* «fine speckled» (moucheté fin) évocatrices de la pré-
sence d’Ac anti-Ro/SS-A avec ou sans Ac anti-La/SS-B;
* moucheté pléiomorphique évocatrices de la présence
d’Ac anti-PCNA, aspect nettement différent de ceux liés
a la présence d’Ac de type pseudo-PCNA.

Laspect homogéne défini par une fluorescence uniforme
diffuse du nucléoplasme et un marquage homogene de la
chromatine (région chromosomique) des cellules HEp-2
en mitose correspond a la présence d’Ac anti-chromatine.
Les Ac dirigés contre la chromatine peuvent étre des Ac
anti-ADN double brin/natif (anti-ADNdb), des Ac anti-
nucléosomes, des Ac anti-histones ou d’autres Ac dirigés
contre un constituant de la chromatine. Seuls les Ac anti-
chromatine de spécificité anti-ADNdb et anti-nucléosomes
ont un intérét en pathologie humaine [11, 12].

3.2. La recherche des marqueurs

L’absence de standardisation de I'lFl sur cellules HEp-2 est
un véritable handicap a I'établissement d’une stratégie ou
d’un arbre décisionnel consensuel pour la recherche de ces
marqueurs. Si la recherche systématique d’Ac anti-ADNdb

8 //Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES - JUILLET/AouT 2012 - N°444 Bis
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en cas de fluorescence de type anti-chromatine (homo-
gene) fait 'unanimité, la stratégie de recherche des
Ac anti-ENA n’est pas univoque. Les pratiques sont mul-
tiples et dépendent non seulement du titre des ANA, de
I’aspect et la localisation de la fluorescence du noyau
mais aussi de la prescription initiale (ciblée ou non), du
prescripteur (accords avec les cliniciens), de I’expérience
du biologiste (reconnaissance des spécificités rares, sen-
sibilité et spécificité des réactifs utilisés).

La valeur diagnostique de ces marqueurs est définie par
la sensibilité et la spécificité des tests utilisés, parameétres
largement tributaires:

e des techniques utilisées pour leur identification (immu-
noprécipitation, immunofluorescence, ELISA, immunodot,
fluorimétrie);

* de la nature des antigenes utilisés (antigenes natifs puri-
fiés, antigenes recombinants, peptides de synthése). Les
antigénes extraits de tissus humains et purifiés représentent
théoriquement les antigenes natifs, mais ceux-ci peuvent
étre dénaturés par des agents chimiques ou physiques,
modifiant ainsi leur réactivité immunologique. Des anti-
genes recombinants peuvent étre utilisés. Il faut privilégier
ceux obtenus a partir de cellules eucaryotes par rapport a
ceux obtenus chez les bactéries car ils sont tres proches
des antigenes natifs. L'utilisation de peptides de synthese
est a éviter, car beaucoup d’Ac sont dirigés contre des
déterminants conformationnels exprimés uniquement sur
la molécule native.

Les résultats sont aussi dépendants de la qualité de I'anti-
gene fixé (pureté, configuration moléculaire, structure,
stabilité) et de I'adsorption sur le support [10, 12, 13].
Aussi la recherche de ces marqueurs doit-elle étre confiée
a un laboratoire capable non seulement de mettre en ceuvre
I’ensemble des techniques nécessaires a leur détection et
leur identification mais aussi d’interpréter leurs résultats.

A Linterprétation
d’un résultat positif d’ANA

Tout résultat positif d’ANA sur cellules HEp-2 doit étre
interprété non seulement en fonction du titre des ANA,
de la présence ou non de marqueurs (Ac anti-ENA,
Ac anti-ADNdb) mais aussi, et surtout, en fonction des
données cliniques. Aucun diagnostic ne peut étre établi
sans confrontation des données cliniques et biologiques.

4.1. Les indications d’une recherche d’ANA
La recherche d’ANA est indiquée dés qu’il y a suspicion
de connectivite (syndrome de Gougerot-Sjégren, lupus
érythémateux systémique, sclérodermie systémique,
atteinte musculaire inflammatoire). L’expression clinique
de ces maladies est polymorphe. Il peut s’agir de mani-
festations articulaires (arthralgies, [poly]arthrite), cutanées
(phénomene de Raynaud, acrocyanose, nécroses super-
ficielles, sclérose, télangiectasies, purpura, photosensi-
bilité, doigts boudinés, érythéme), musculaires (douleurs,
faiblesse), thrombotiques, rénales (protéinurie, hématurie,
cylindrurie, insuffisance rénale), hématologiques (cytopé-
nie), neurologiques (psychose, mouvements anormaux...),



pulmonaires (pleurésie, HTAP, syndrome interstitiel...),
digestives, ou d’un syndrome sec, de sérites. L'indication
s’étend aux signes généraux (fievre, altération de I'état
général, asthénie inexpliquée, syndrome inflammatoire
biologique inexpliqué) qui peuvent y étre inauguraux.

La recherche d’ANA est également indiquée dans les
hépatopathies chroniques non virales et non médicamen-
teuses, dans ce contexte la présence d’ANA oriente vers
une étiologie auto-immune de I'affection [14].

4.2. Le tableau clinique

est évocateur de connectivite

Lorsque les manifestations cliniques évoquent une connec-
tivite, la recherche des Ac anti-ENA et/ou anti-ADNdb
constitue une aide au diagnostic, au pronostic ou au suivi
de ces maladies (fableau Il). La présence d’ANA a titre
élevé avec des Ac anti-ENA et/ou anti-ADNdb va soit
corroborer le diagnostic lorsque le tableau clinique est

typique, soit orienter ou faciliter le diagnostic lorsque le
tableau clinique est incomplet.

Les Ac anti-Sm constituent un des critéres biologiques de
classification ou de diagnostic du LES, et les Ac anti-Scl-70
sont spécifiques de la sclérodermie systémique diffuse.
Ces derniers ont aussi un intérét pronostique puisqu’ils
s’observent généralement dans les sclérodermies com-
pliquées de fibrose pulmonaire.

Rappelons que les Ac anti-ARN-t synthétases (anti-Jo-1,
anti-PL-7, anti-PL-12...) qui donnent une fluorescence
cytoplasmique sont caractéristiques des polymyosites,
et que ces patients ont souvent une atteinte pulmonaire
interstitielle.

D’autres Ac sont retrouvés dans différentes affections et
orientent le diagnostic avec un peu moins de spécificité,
tels les Ac anti-U1-RNP dans la connectivite mixte et le
LES, les Ac anti-Ro/SS-A natif ou anti-Ro/SS-A60 dans le
syndrome de Gougerot-Sjégren, le LES, le lupus cutané

ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Tableau Il - Anticorps antinucléaires dépistés en immunofluorescence: cibles et intéréts en pratique médicale [8, 25].

A.IF Ac anti -

Maladie(s) associée(s) et prévalence

Signification clinique

LES: 25-60 % (IFI sur Crithidiae luciliae) Valeur diagnostique +++ pour le LES
° ADNdb 50-65 % (test de Farr) Observés dans les hépatites auto-immunes, le SGS ou induits par
53 75-85 % (ELISA) médicaments
o 3 Titre souvent corrélé a I'activité du LES
c
§ 3 Histones Pathologies diverses, auto-immunes ou non Ac non spécifiques du lupus induit et sans intérét en pathologie
Nuclé LES: 67-85 %; LES sans Ac anti-ADNdb: 60 % Utiles pour le diagnostic de LES si suspicion +++ et Ac anti-ADNdb
ucléosome P
négatifs
SGS: 30-70 %: LES: 20-30 % Critere dlagqosthue du SGS’prlmalre . . . o
Ro/SS-A (60) Affections autres : lupus cutané subaigu: 70 % Facteur de risque de lupus néonatal (bloc auriculo-ventriculaire congénital)
5 Slup gu: ° Ac «anti-Ro/SS-A 52» (= anti-TRIM 21) sans intérét en pratique
T
3 La/SS-B SGS: 30-40 %; LES: 10-20 % Toujours associés aux anti-Ro/SS-A. Facteur de risque de lupus néonatal
=
= LES: 30 % ; connectivite mixte: 100 %
© U1-RNP Sclérodermie systémique: limitée: 3 %; Nécessaires au diagnostic de la connectivite mixte c
o diffuse: 14 %. o
[$)
3 Sm(D) LES: 2-10 % chez les caucasoides Ac spécifiques du LES x
=
PCNA LES:2-5 % Ac rarement observés en dehors du LES E
(&7
Mi-2 Dermatomyosites: 10-20 % ; polymyosites: <5 % | Ac spécifiques de la DM auto-immune T
s Syndrome de chevauchement Marqgueur diagnostique et pronostique avec incidence élevée I
£ + Gkt myosite-sclérodermie: 25 % de qneumo ag:hie inc':erstititglle et r?énoméne de Raynaud v
g PM: 5 %; sclérodermie systémique: 3 % P P P Y _:_
N}
©
. . . E
2 T sa70 Sclérodermie systémique diffuse: 20-75 % Valeur diagnostique +++ pour la SS diffuse
+ Risque accru de fibrose pulmonaire et de cancer S
g
g ARNt Polymyosites: anti-Jo-1: 25 %; autres: < 5 %. ) . .
g synthétases Syndrome des anti-ARNt synthétases (myosite, Marqu,eurs diagnostiques des PM/DM, du syndrome des anti-ARNt
© . . . ) synthétases
et (Jo-1, PL-7, arthrite, Raynaud, fibrose pulmonaire, atteinte val . - fré de fib | .
*2, PL-12...) cutanée) aleur pronostique: fréquence accrue de fibrose pulmonaire
(6]
SS cutanée limitée (CREST syndrome): 40-90 %; Marqueur de bon pronostic de la sclérodermie systémique
Centromére SS diffuse: 8 %. Vel e ystemiq
Parfois observés au cours du LES, SGS P
Nucléoles Sclérodermie systémique diffuse: 15-40 % Marqueur de mauvais pronostic: atteinte cardiaque, rénale, pulmonaire
Parfois présents dans le SGS, le LES Observés lors d’infections, de cancers ou induits par des médicaments
Membrane nucléaire CBP: si Ac anti-M2+ : 6-14 %, si Ac M2-: 31-50 % | Valeur diagnostique ++ des Ac anti-pores nucléaires (anti-gp210)
H
(Multiple) nuclear dots CBP: Si Ac anti-M2+ : 12-24%, si Ac anti-M2-: 40 % | Assez spécifiques de la CBP (Ac anti-Sp100) ?
Hou M |Spécificité inconnue  Hépatites auto-immunes: 40-70 %. Critére diagnostique des hépatites auto-immunes
Légende: A. IF = aspect de fluorescence; AC anti-M2 = AC anti-mitochondries de type 2; CBP = cirrhose biliaire primitive; H = homogene; HAI = hépatopathies auto-immunes;
M = moucheté; PM/DM = polymyosite/dermatomyosite ; SGS = syndrome de Gougerot-Sjdgren; SS = sclérodermie systémique.
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subaigu et le lupus néonatal dont la complication la plus
grave est le bloc auriculo-ventriculaire congénital.

La présence en IFl d’Ac anti-centromere orientera vers
une sclérodermie systémique, il en est de méme pour
les Ac anti-nucléoles a titre élevé lorsque les manifes-
tations cliniques évoquent ce diagnostic.

4.3. Il n’y a pas de signes cliniques
spécifiques ou trés évocateurs

de connectivite

La présence d’ANA sans Ac anti-ENA ou anti-ADNdb, quel
que soit le titre, peut étre observée lors:

e d’autres affections auto-immunes: la présence d’ANA
au cours de la polyarthrite rhumatoide et des thyroidites
auto-immunes n’a pas de valeur diagnostique mais elle
constitue un critére diagnostique des hépatites auto-
immunes [1, 7]. Chez les enfants atteints de polyarthrite
juvénile, la présence d’ANA caractérise un sous-groupe
de patients a risque élevé de survenue d’iridocyclites
et/ou d’arthrites asymétriques [15];

e de certaines prises médicamenteuses: B-bloquants,
interféron a, isoniazide, minocycline, anti-TNF «.... Les ANA
sont le plus souvent présents isolément (le lupus induit
est rare) et disparaissent aprés I'arrét du traitement dans
des délais variables, parfois supérieurs a un an [7, 16];

e de cancers: dans les tumeurs solides et les hémopathies
malignes il existe une augmentation de la prévalence des
ANA dont la signification n’est pas clairement établie (épi-
phénomene ? Réponse a des antigénes nucléaires modi-
fiés lors de la transformation cellulaire ?). Le plus souvent
les titres sont faibles mais des titres élevés peuvent étre
observés. Les manifestations cliniques paranéoplasiques
semblent plus fréquentes lorsqu’il existe des ANA mais elles
ne sont ni spécifiques ni liées au titre des ANA. Des ANA
donnant des aspects de fluorescence particuliers peuvent
étre observés au cours de cancers. Ces ANA, rares, sont
essentiellement dirigés contre des composants cellulaires
intervenant dans la croissance et la prolifération cellulaire :
Ac anti-protéine centromérique F (CENP-F), ANA de type
pseudo-PCNA ou autres Ac de type anti-«chromosomal
passenger proteins » [17-20]. Si les Ac anti-CENP-F ne
sont pas fréquents au cours des cancers (< 10 %), prés
de 50 a 70 % des patients ayant des Ac anti-CENP-F ont
un cancer [20];

e d’infections aigués ou chroniques: infections virales (virus
d’Epstein-Barr, VIH, VHC, parvovirus B19, virus coxsackie.. .),
infections bactériennes (borréliose, tuberculose, endocar-
dites lentes. ..) infections parasitaires (leishmaniose) [21, 22].

4.4. Le tableau clinique

est évocateur d’une affection

auto-immune du foie

La présence d’ANA a des titres modérés ou élevés et/ou
d’Ac anti-muscles lisses de type anti-actine figure parmi
les criteres diagnostiques de I’hépatite auto-immune de
type 1 dans les deux scores (score international révisé
en 1999 ou score simplifié) des hépatites auto-immunes.
Les ANA présents dans ces cas sont souvent dirigés
contre un constituant de la chromatine [23-25].
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Le diagnostic de cirrhose biliaire primitive (CBP) est faci-
lité par la présence d’ANA tres spécifiques de la maladie:
* les Ac anti-membrane nucléaire dirigés contre des
protéines des pores, en particulier les Ac anti-gp210 pré-
sents chez 10 2 50 % des patients atteints de CBP, et les
Ac anti-nucléoporine Nup62, les deux spécificités étant
de mauvais pronostic avec une évolution plus rapide de
la CBP vers I'insuffisance hépatique;

° les Ac anti-Sp100 observés dans prés de 25 % des
CBP et dirigés contre les corps nucléaires, responsables
de I'aspect de fluorescence de type multiple nuclear dot.
Cet aspect de fluorescence n’est cependant ni spéci-
figue des Ac anti-Sp100 (les Ac anti-PML, anti-NDP 52,
anti-Sp140 donnent le méme aspect de fluorescence) ni
spécifique de la CBP (cet aspect peut étre observé dans
d’autres affections en particulier dans le LES) [25-28].
Au cours de la CBP, il est possible d’observer d’autres
ANA ayant une valeur pronostique. La présence
d’Ac anti-centromere constitue un facteur de risque
d’évolution défavorable de la CBP (hypertension por-
tale). Par ailleurs, les patients ayant une CBP et des
Ac anti-centromeére ont plus souvent un syndrome de
Gougerot-Sjogren associé a la CBP comparés a ceux
qui ont une CBP sans Ac anti-centromére [26, 28].

4.5. ANA et sujets apparemment sains

Des ANA a titre faible (< 320) sans Ac anti-ENA ni anti-
ADNdb peuvent s’observer chez des sujets sains, la préva-
lence des ANA augmente avec I'age (20 a 25 % des sujets
de plus de 60 ans ont des ANA) dans les deux sexes. Aprés
80 ans, la prévalence des ANA chez les hommes semble
rejoindre celle observée chez les femmes [29].

Des ANA peuvent précéder I'apparition des signes cli-
niques de connectivite a un stade ou la symptomatologie
est pauvre et non spécifique [30, 31].

La signification des Ac anti-DFS70 reste a préciser.

[ Conclusion

En pratique, la présence d’ANA s’observe essentiellement
dans quatre situations:

¢ au cours de maladies auto-immunes, en particulier au
cours des connectivites ou certaines spécificités constituent
de véritables marqueurs diagnostiques et/ou pronostiques;
® au cours des hépatopathies auto-immunes mais aussi
au cours de la polyarthrite rhumatoide, des thyroidites
auto-immunes;

® au cours de maladies infectieuses, de fagon transitoire,
avec des titres plus ou moins variables;

® au cours de cancers avec des aspects de fluorescence
variables, certains de ces Ac pouvant étre présents avant
le diagnostic du cancer;

e |lors de la prise de certains médicaments inducteurs.
Néanmoins il faut se rappeler que des sujets sains peuvent
avoir des ANA (les titres sont généralement faibles sauf
pour les Ac anti-DFS70) et que la présence d’ANA avec
marqueurs peut étre un des premiers signes de la survenue
ultérieure d’une connectivite.
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ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Systemes automatisés
de lecture des images de fluorescence

Chantal André®*, Xavier Bossuyt®

ﬂ Introduction

Dans la stratégie de diagnostic des maladies auto-immunes,
la recherche d’autoanticorps tient une grande place. Malgré
la mise en place de technologies utilisant un antigéne unique
ou en multiplexage avec des antigénes purifiés ou recom-
binants, la détection d’une grande majorité d’autoanticorps
est basée sur la technigue d’immunofluorescence indirecte
(IF1) sur cellules isolées, en culture ou sur coupes tissulaires.
Traditionnellement, la stratégie combine une recherche par
IFl suivie d’identification des cibles par diverses techniques
utilisant les antigénes spécifiques appropriés.

Les anticorps antinucléaires et anticytoplasmiques sont
des marqueurs importants pour le diagnostic des maladies
rhumatismales systémiques et des hépatopathies auto-
immunes [1-3]. Malgré I’'apparition et I'automatisation de
tests immunologiques spécifiques d’antigenes, les recom-
mandations internationales établissent que I'lFI sur cellules
HEp-2 doit rester le «gold standard » pour la recherche
d’anticorps antinucléaires [4], technique la plus sensible et
la plus informative.

Les techniques d’IFI manuelles sont consommatrices de
temps et souffrent de variations intra- et inter-laboratoires.
Depuis de nombreuses années, elles ont bénéficié de I'apport
des appareils préparateurs de lames réalisant la technique
de fagon automatisée et apportant ainsi un gain de temps
et de précision par rapport aux techniques manuelles.
Linterprétation de la fluorescence nécessite I'utilisation d’un
microscope a fluorescence et la lecture visuelle est aussi
consommatrice de temps mais dépend essentiellement de
la qualification d’opérateurs experts, condition indispensable
a une bonne reproductibilité intra- et inter-laboratoires.
Les recherches, ces dernieres années, s’appliquent a rendre
I'lFI complétement automatisée et récemment des systemes
d’interprétation automatisée de I'immunofluorescence avec
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des logiciels reconnaissant certains aspects de fluorescence
ont été introduits [5, 6] et commencent a étre utilisés, la
plupart sont en cours d’évaluation et d’amélioration.

PA Intérét d’automatiser
la lecture en IFI

Le nombre de tests a effectuer par les laboratoires et I’har-
monisation des résultats sont a la base de ces projets
d’automatisation.

La demande de recherche d’autoanticorps s’est accrue
depuis ces derniéres années, notamment, du fait de leur
intérét clinique, la recherche d’anticorps antinucléaires,
mais aussi d’autres autoanticorps tels que les anticorps
anti-ADN natif en IFI sur Crithidia luciliae ou les anticorps
anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA).
La variabilité dans les résultats est un point important car,
malgré les directives internationales recommandant d’utiliser
en IFl la lignée HEp-2 qui permet la détection de plus de
trente différents antigénes nucléaires ou cytoplasmiques,
il est indispensable d’harmoniser la lecture des aspects de
fluorescence [4, 7-9]. Une bonne analyse de I'aspect de fluo-
rescence oriente souvent vers la spécificité de I'anticorps et
vers les tests d’identification a effectuer mais permet aussi
d’interpréter avec précaution certains tests spécifiques.

E Quelles sont les causes
de variabilité des résultats en IFI?

Les différences intra-laboratoire et inter-laboratoires en

termes de résultats négatifs ou positifs et en termes de

reconnaissance des aspects de fluorescence dépendent:

e des variabilités dues a la technique elle-méme: les sources
cellulaires utilisées, les modes de culture et de fixation des
substrats, les anti-immunoglobulines fluorescentes utilisées
(polyvalentes anti-IgA, -IgG et -IgM, ou anti-IgG [chaines
lourdes et Iégéres], ou anti-chaines lourdes gamma);

e des systemes de lecture (sensibilité du microscope et
de la lampe utilisée a vapeur de mercure HBO ou LED);

e de la variabilité dans les seuils de positivité mais aussi
dans la description des aspects: si classiquement pour les
anticorps antinucléaires en routine on décrit les aspects
de base, homogéne, moucheté, centromérique, nucléo-
laire et moucheté a grains nucléaires multiples, mais aussi
membranaire (anti-enveloppe nucléaire), en réalité plusieurs
aspects peuvent se superposer et de nombreux aspects
rares sont décrits. Il est important aussi de savoir interpréter
les fluorescences cytoplasmiques [7, 8]. Les résultats de
la lecture visuelle des aspects de fluorescence

Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES - JUILLET/AouT 2012 - N°444 Bis// 13



dépendent aussi de I'interprétation par un lecteur plus ou
moins expérimenté.

¥ Les systéemes automatisés de
lecture: ce qui est indispensable

Le systéme doit étre adapté aux laboratoires effectuant des
tests de routine pour la recherche d’autoanticorps par IFI,
et non prévu pour un théme précis dans le cadre d’un labo-
ratoire de recherche.

Différentes étapes sont nécessaires [6, 10]: I'acquisition auto-
matisée de I'image, un contréle de la qualité de I'image, la
segmentation de I'image pour la détection de I'objet, I'extrac-
tion des caractéristiques pour décrire I'objet, la classification
des objets détectés.

L’acquisition d’'une image de qualité dépend de la mise au
point automatisée, de I'ajustement de I'intensité de I'image,
du contréle de qualité de la finesse et de la luminosité, de
la détection des artéfacts, de I'évaluation en temps réel de
I'aspect de fluorescence et de la calibration de la fluorescence.
L'intérét est d’obtenir des résultats comparables entre les
laboratoires, ce qui nécessite une standardisation de I'lIFI
avec une mesure de 'intensité en unités de fluorescence et
un systeéme calibré permettant notamment des études com-
parables de cohortes dans différents laboratoires.

Le systéme doit permettre, grace a des logiciels adaptés, la
mémorisation des images intégrées et leur archivage pour
d’éventuelles comparaisons.

E Les systéemes automatiques
de lecture de lames

5.1. Les systémes proposés

Le premier systéme automatisé pour la lecture de I'lFI qui a

été expérimenté pour la recherche des antinucléaires est le

systeme Aklides System (Medipan, Germany).

Différents systemes sont en développement et, a notre

connaissance, ceux actuellement proposés pour les ana-

lyses de routine avec interprétation des images sont:

* AKLIDES System (Medipan, Berlin, Germany); sur HEp-2:
discrimination négatif/positif, 5 aspects;

* NOVA View (Werfen, INOVA Diagnostics Inc, Barcelona,
Spain); sur HEp-2: discrimination négatif/positif, 6 aspects;

e ZENIT G Sight A (Menarini Diagnostics, Florence, Italy);
sur HEp-2 ou HEp-2000: discrimination négatif/positif,
5 aspects;

e EUROPattern (EUROIMMUN, Lubeck, Germany);
sur HEp-2: discrimination négatif/positif, 5 aspects;

e HELIOS (AESKU Diagnostics, Wendelsheim, Allemagne);
sur HEp-2: discrimination négatif/positif;

* IMAGE NAVIGATOR (Immuno-Concepts, Sacramento,
United States); sur HEp-2: discrimination négatif/positif.

Les systéemes comportent en général:

* un microscope a fluorescence inversé automatisé équipé
d’une source de lumiere LED (la chambre noire n’est plus
indispensable);

¢ une platine porte-échantillon motorisée;

e un appareil photographique numérique CCD a haute
définition;

14 //Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES - JUILLET/AouT 2012 - N°444 Bis

/¢ Colloque Geai 2012

e un ordinateur et des logiciels qui doivent contréler les
étapes de motorisation et le microscope, prendre les images
numérisées, rendre les résultats et archiver les images et
les données.

5.2. Les différences

entre les systémes proposés

Les différences portent essentiellement sur:

* le nombre de lames pouvant étre lues dans un méme
passage;

* le temps de lecture d’un puits qui dépend du nombre de
régions lues sur ce puits et du nombre d’images qui sont
prises et mémorisées, variables selon les systémes;

* le type de lames lues (systémes completement fermés
permettant la lecture d’un seul type de cellules HEp-2 ou
permettant aussi la lecture des lames HEp-2000);

* |a présence ou non d’un marqueur de I’ADN double brin
(DAPI) destiné a repérer la présence des cellules en locali-
sant les noyaux et a optimiser la mise au point;

¢ le seuil de détection de la fluorescence;

* les aspects, nucléaires et cytoplasmiques, reconnus
automatiquement par le systéeme;

* les systemes de validation par le biologiste: les images
auxquelles il peut se rapporter et les commentaires qu’il
peut apporter aux résultats.

5.3. Les évaluations des systémes

et les développements en cours

Les différents systéemes proposés portent tous sur la lecture
automatisée de la recherche d’anticorps antinucléaires, pour
certains sont ajoutées la lecture de la recherche des anticorps
anti-ADN natif sur Crithidia luciliae, la recherche d’anticorps
anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles et la prise
d’images pour la détection des anticorps sur triple substrat
de rongeur.

Jusqu’a présent peu de travaux ont été publiés mais la majorité
des études présentées ont utilisé le systeme AKLIDES. La
plupart des études comparent la performance diagnostique
du systeme automatique a la fois a I'interprétation tradi-
tionnelle visuelle et au résultat du test de confirmation par
le biologiste sur le systéme: elles montrent une trés bonne
corrélation entre la lecture visuelle et I'acquisition d’image et
une trés bonne corrélation dans la distinction des positifs et
des négatifs [6, 11-13].

Des premiéres évaluations du systéme NOVA View ont été
présentées [14] montrant une bonne corrélation entre le
systeme automatisé et la méthode conventionnelle mais qui
s’améliore aprés réinterprétation par la lecture des images
numérisées [15]. Actuellement seuls les aspects nucléaires
et non cytoplasmiques ont été évalués.

La technologie du systéme Aklides semble aussi étre une
plateforme automatique utile pour la recherche des anticorps
anti-ADN natif par IFl sur Crithidia luciliae [13, 16]. Des travaux
préliminaires ont étudié I'intérét du systeme Aklides pour la
recherche d’ANCA montrant une bonne corrélation dans le
dépistage des positifs et négatifs mais aussi la nécessité
d’améliorer et compléter les études [13, 17, 18].

En plus de la prise d’images, I'interprétation de la recherche
d’anticorps anti-tissus sur triple substrat de rongeur est en
cours de mise au point pour certains systemes.



Nous rapporterons pendant le colloque nos expériences
respectives des évaluations des systemes ZENIT Gsight
(A Menarini Diagnostics) et NOVA View (Inova Diagnostics,
Inc) pour la recherche des anticorps antinucléaires sur HEp-2.

[ Discussion

En ce qui concerne la variabilité des résultats de fluorescence:
apart les systemes mis au point sur deux types de préparation
de cellules HEp-2 (permettant aussi la lecture des HEp-2000),
ils sont toujours associés a un type de fabrication de lames et
correspondent a des systémes fermés. lls permettront donc une
amélioration de la reproductibilité entre les laboratoires utilisant
un méme systeme. Mais, comme il semble que de nombreux
systémes différents fermés sont en cours de développement
et sont basés sur I'utilisation chacun de leurs propres réactifs,
celaamenera a un certain degré de variabilité inter-laboratoires.
lls devront donc étre comparés entre eux.

Actuellement, les résultats publiés montrent une trés bonne
discrimination entre les résultats positifs et les résultats
négatifs et des images acquises de trés bonne qualité,
notamment pour la recherche des anticorps antinucléaires.
lls permettent ainsi pour les grandes séries de faire un tri sur
les résultats négatifs. lls ont des performances actuellement
limitées au regard des aspects reconnus, de I’exactitude et
des différents tests proposés. lls ne peuvent pas remplacer
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Les anticorps anti-ADN

Pascale Chrétien>*

kR Introduction

Parmi la multitude d’autoanticorps retrouvés au cours
du lupus érythémateux systémique ou LES, les anti-
corps (Ac) anti-acide désoxyribonucléique bicaténaire
ou ADN double brin (ADNdb) sont considérés comme le
marqueur sérique le plus important de cette pathologie.
Moins spécifiques que les Ac anti-Sm ou les Ac anti-
PCNA ou bien encore les Ac anti-ribosomes P, ils sont
cependant beaucoup plus fréquents et leurs sensibilité
et spécificité pour le LES leur conférent une bonne valeur
diagnostique pour la pathologie lupique (ils font partie
des criteres de I’American rheumatism association pour
le diagnostic) [1].

De méme, ils permettent le suivi de la pathologie
puisqu’ils sont associés a I'atteinte rénale du LES [2].
En effet leur pouvoir néphritogéne a été mis en évidence
dans de nombreux modéles expérimentaux.

A Les différentes formes d’ADN
et d’anticorps anti-ADN

Dans le noyau des cellules eucaryotes, ’ADN bicaté-
naire ou double brin est enroulé autour des histones
H2A, H2B, H3 et H4, '’ensemble étant «fermé » par
I’histone H1. Cette structure réalise ce qui est appelé
I’ADN natif, a ne pas confondre avec I’ADN double brin.
C’est le nucléosome.

Ainsi les Ac anti-nucléosome, les Ac anti-ADNdb et
les Ac anti-histones peuvent étre recherchés. Il faut
cependant noter que les Ac anti-histones sont retrou-
vés au cours de trés nombreuses pathologies et donc
leur intérét diagnostique est faible. En revanche, les Ac
anti-nucléosome sont également un marqueur du LES
[3]. lls sont généralement présents avec les Ac anti-
ADNdb mais également de fagon isolée. Ce marqueur
est cependant moins utilisé en pratique courante que
les Ac anti-ADNdb.

A Laboratoire d’'immunologie
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EY Méthodes de détection
des Ac anti-ADNdb

Classiquement, il existe trois groupes de méthodes pour
rechercher les Ac anti-ADNdb [4, 5]: les techniques d’immuno-
fluorescence indirecte, les méthodes radio-immunologiques
(RIA) et enfin les méthodes immunoenzymatiques (ELISA).
Mais selon que I’on recherche les Ac anti-ADN natif
(Ac anti-nucléosome) ou bien les Ac anti-ADNdb soit par
ELISA soit par RIA, les marqueurs recherchés sont diffé-
rents. De méme, la recherche des Ac anti-ADN par immu-
nofluorescence indirecte sur étalement de Crithidia luciliae
met en évidence d’autres Ac anti-ADN.

Crithidlia luciliae est un trypanosome parasite de la mouche,
non pathogéne pour ’homme. Ce flagellé a un volumineux
kinétoplaste riche en ADN a la fois circulaire et double brin
réalisant ce que I'on nomme I’ADN k pour kinétoplaste
(alors que ’ADN humain est double brin mais pas circu-
laire). Ainsi la présence dans un sérum d’Ac anti-ADNdb
est visualisée par une fluorescence siégeant au niveau du
kinétoplaste [4].

Les techniques aussi bien ELISA que RIA permettent de
mettre en évidence des Ac anti-ADNdb.

Le test de Farr (RIA) consiste en une incubation du sérum
a tester avec de ’ADN radiomarqué. Les complexes Ag-
Ac sont ensuite précipités par du sulfate d’ammonium a
demi-saturation permettant de laisser en suspension les
antigénes n’ayant pas fixé d’Ac.

Cependant les résultats obtenus par toutes ces méthodes
divergent parfois. L’antigéne utilisé constitue souvent
le point critique: la présence de protéines associées
comme la présence d’histones notamment lors de pré-
paration de Crithidia luciliae, la présence d’ADN mono-
caténaire sont autant de risques de fausses positivités.
De méme, faut-il utiliser une technique permettant de
mettre en évidence uniquement les Ac anti-ADNdb de
forte avidité comme par exemple le test de Farr? Les
techniques ELISA détectent quant a elles les Ac de forte
et de faible avidité.

ﬂ Valeur diagnostique
des Ac anti-ADNdb

Seuls les anticorps d’isotype IgG sont associés au LES.
Cependant les sensibilités et spécificités des Ac anti-ADNdb
au cours de la pathologie lupique varient considérable-
ment selon la technique de détermination. Ainsi dans la
littérature, la sensibilité de ce test varie entre 35 et 90 %
selon la méthode utilisée mais aussi selon la population
étudiée [6, 7].

Ala question: «Les Ac anti-ADNdb peuvent-ils étre retrou-
vés au cours d’autres pathologies que le LES ? », la réponse



est clairement oui. lls ont été retrouvés au cours d’autres
connectivites comme le syndrome de Sharp ou le syndrome
de Gougerot-Sjdgren, mais aussi au cours d’hépatites
auto-immunes de type | (anciennement appelées hépatites
lupoides) ou du syndrome primaire des anti-phospholipides
[8]. Dans ces conditions s’agit-il de syndromes lupiques
débutants pour lequel tous les critéres de ’ARA ne sont
pas encore réunis ? S’agit-il de fausse réactivité liée a un
probleme méthodologique ? Doit-on privilégier un dépis-
tage a I'aide d’une technique trés sensible suivie d’une
confirmation par une autre trés spécifique ?

Il n’existe aucun anticorps dont la spécificité soit abso-
lue et il faut admettre pouvoir retrouver un autoanticorps
dans d’autres pathologies auto-immunes que celle de
prédilection.

Enfin un taux élevé d’Ac anti-ADNdb doit étre interprété a la
lumiere du contexte clinique mais aussi avec la recherche
des Ac antinucléaires totaux et éventuellement des Ac
dirigés contre les antigénes nucléaires solubles si besoin.

[} Intérét dans le suivi
des patients lupiques

Le LES est une connectivite évoluant par poussées.
Une augmentation du titre des Ac anti-ADNdb doit faire
craindre une rechute ou poussée de la maladie. De plus
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les Ac anti-ADNdb sont associés a la néphropathie
lupique. De méme la décroissance de ce titre donne
une indication au clinicien sur le succés thérapeutique
[4, 5, 9]. Les anticorps ont donc un intérét majeur dans
le suivi de la pathologie. Mais la encore le choix de la
meéthode intervient dans la valeur clinique du test. Ainsi
pour certains auteurs, seul le test de Farr permet de
détecter une augmentation du titre des Ac anti-ADNdb
avec une valeur pronostique de rechute avec une sen-
sibilité supérieure a 80 %.

[} Conclusion

La présence d’Ac anti-ADNdb (surtout a titre élevé) constitue
un solide argument diagnostique en faveur de la maladie
lupique méme s’ils peuvent étre retrouvés au cours d’autres
connectivites.

De plus chez les patients lupiques, la surveillance de la
pathologie comprend le dosage de ces anticorps afin de
prévoir une éventuelle rechute.

Cependant, les résultats obtenus sont fonction de la métho-
dologie employée. La source antigénique constitue comme
pour toute détermination en auto-immunité le point crucial
a optimiser.
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Anticorps dans les myopathies auto-immunes

Nicole Fabien**

kRl Introduction

La classification des myopathies auto-immunes, affections
chroniques du muscle squelettique, a évolué ces dernieres
années avec I'inclusion de nouveaux critéres cliniques et
biologiques [1-3].

Cette nouvelle classification accorde une place tres large
aux autoanticorps (aAc). Les aAc d’intérét peuvent étre
distingués en deux groupes: les aAc spécifiques des
myopathies auto-immunes dont les aAc anti-aminoa-
cyl-ARNt-synthétases, anti-signal recognition particle
(SRP) et anti-Mi-2 et les aAc associés, car présents
également dans d’autres maladies auto-immunes,
dont les aAc anti-PM/Scl, anti-Ku, anti-U1, 2,3,4/6,
5 RNP, anti-SS-A 60, anti-TRIM21, anti-centromeéres
et anti-Scl-70.

Cet article présente uniquement les aAc spécifiques et
plus particulierement les anticorps récemment décou-
verts qui ont un intérét en tant que marqueurs diagnos-
tiques et pronostiques

E Autoanticorps anti-aminoacyl-
ARNt-synthétases

Les aAc anti-aminoacyl-ARNt-synthétases et leur apport
diagnostique ont été décrits de maniere détaillée dans
une précédente revue [4]. Un résumé de ces données est
présenté dans le

E Autoanticorps anti-signal
recognition particle (SRP)

Les aAc anti-SRP sont détectés dans environ5a7 %
des myosites. Les patients présentant ces aAc ont géné-
ralement une atteinte musculaire sévere caractérisée
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par une faiblesse musculaire a prédominance proximale
atteignant les membres supérieurs et inférieurs et des
atteintes cardiaques de type myocardite. Les atteintes
cutanées et pulmonaires sont rares. Les résistances a
la corticothérapie sont fréquemment observées. Diffé-
rentes études clinicobiologiques ont confirmé la valeur
des aAc anti-SRP en tant que marqueurs pronostiques
de sévérité [5-7].

Ces aAc ont été rarement décrits dans les dermatomyo-
sites juvéniles et quelques cas ont été signalés chez des
patients atteints de myosites a inclusions.
Histologiqguement, la myopathie avec aAc anti-SRP est
caractérisée par une myopathie nécrosante active avec
peu ou pas d’inflammation a la différence des dermato-
myosites et polymyosites.

La nature des antigenes cibles a été décrite dans une
précédente revue [4].

Les aAc anti-SRP sont détectés en immunofluorescence
indirecte (IFI) sur cellules HEp-2 avec une fluorescence cyto-
plasmique diffuse intense finement granuleuse

sur les coupes de foie et d’estomac de rat ou de souris Ie
marquage est par contre indissociable de celui observé
avec les aAc anti-ribosomes. Au niveau du foie, le cyto-
plasme des hépatocytes est recouvert de grosses inclusions
irrégulieres. Sur les coupes d’estomac c’est le cytoplasme
des cellules principales, mais pas celui des cellules parié-
tales, qui est marqué de fagon homogene. Sur coupe de
pancréas, un marquage homogéne a I’exception des ilots
est observé. Les aAc anti-SRP sont ensuite identifiés par
une technique de dot, le plus souvent, ou une technique
de type ELISA. Une technique de type ALBIA (addres-
sable laser bead immunoassay) a été récemment mise
au point pour détecter et quantifier les aAc anti-SRP54;
leur taux peut étre utilisé comme un marqueur d’activité
de la maladie [8].

* Dermatomyosites

* Polymyosites

* Syndrome des anti-synthétases (ce syndrome reste discuté)

* Myosites associées aux cancers

* Myosites de chevauchement définies par la présence d’autoanticorps

* Myopathie nécrosante médiée par le systéme immunitaire

* Autres myopathies inflammatoires ou génétiques (myosites a inclusions,
dystrophie musculaire des ceintures et myopathies génétiques)

D’aprés [1-3].
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Tableau Il - Autoanticorps rares décrits au cours des myopathies auto-immunes.

Iy — Cible antigénique Aspect en IFI cellules Méthodes Prévalence et
geniq HEp-2 d’identification associations cliniques
CADM-140 Clinically amyopathic Cytoplasmique RIP 50-73 % DAM + PID
dermatomyositis finement granuleux* Immunotransfert 19-35 % DM + PID
MDA5 Melanoma differentiation- Pronostic sévére
associated gene 5 38 % DMJ + PID
p155/140 Transcriptional intermediary Noyau finement RIP Immunotransfert | 13-21 % DM
factor 1 gamma (TIF1-y; ) moucheté* ELISA Cancers associés
Pronostic sévere
17-29 % DMJ
Manifestations cutanées sévéres
p140 Nuclear matrix protein 2 (NXP2) Non décrit RIP <5 %DM
Immunotransfert 18-25 % DMJ
calcinose
SAE Small ubiquitin-like modifier Noyau moucheté RIP <5 %DM
activating enzyme gros grains* <1 % DMJ
HMGCR 3-hydroxy-3-méthylglutaryl- - RIP < 10 % myopathies
coenzyme A réductase auto-immunes induites par statines
43 kda Antigéne du muscle squelettique | - Immunotransfert 52 % des myosites a inclusions
DAM: dermatomyosite amyopathique ; DM: dermatomyosite ; DMJ: dermatomyosite juvénile; PID: pneumopathie interstitielle diffuse; PM: polymyosite;
RIP: radio-immunoprécipitation; * décrits dans la littérature.

Tableau Ill - Autoanticorps anti-aminoacyl-ARNt-synthétases.

A Aspectisaiiy Mo Prévalence et associations cliniques
synthétase sur cellules HEp-2 d’identification q
Histidyl: Jo-1 Fines granulations ELISA 19-33 % PM + PID + arthralgies
cytoplasmiques Fluorimétrie en flux 5-10 % DM
Immunodiffusion marqueur de sévérité
Dot 5 % myosites a inclusions
[9, 44, 45]
Thréonyl: PL-7 Dot 3-5%
Fluorescence Immunodiffusion PM >'DM > syndrome de chevauchements sclérodermie/
cytoplasmique diffuse RIP myosite )
+/- homogene glg ;ans myosite [46]
/- dense N
Alanine: PL-12 - DM
PID sans myosite
. Dot <1-2%
:;"'f‘:c‘g , 0J RIP DM + PID
Asparaginyl: KS RIP <1%
0 DM + PID
: PID sans myosite
[48]
Tyrosyl: Ha ? ? <1 % myosite + PID
Glutaminyl: JS ? ? <1 %, phénoméne de Raynaud
Lysyl: SC ? RIP <1%
Phenylalanyl: Zo ? RIP <1 % myosite + PID
[49]
Tryptophanyl ? ? <1%

DM: dermatomyosite; IFI:

immunofluorescence indirecte ; PID: pneumopathie interstitielle diffuse; PM: polymyosite; RIP: radio-immunoprécipitation.

W Autoanticorps anti-Mi-2

étre prescrits. Les aAc anti-Mi-2 n’ont pas été décrits en

Les aAc anti-Mi-2 ont été décrits dans les dermatomyo-
sites avec une prévalence de 10 a 33 % et parfois dans les
polymyosites et myosites a inclusions avec une moindre
prévalence de 9 et 8 % respectivement [9-11]. Si les aAc
anti-Mi-2 sont trés spécifiques des dermatomyosites (96 %
a100 %), les aAc anti-Mi-1 ne le sont pas et ne doivent plus

association avec des cancers et sont considérés comme

des marqueurs de bon pronostic, bien meilleur que celui
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observé chez les patients présentant des aAc anti-aminoa-
cyl-ARNt-synthétases [10, 11].

La nature des antigénes cibles a été décrite dans une pré-
cédente revue [4]. Ces aAc sont détectés en IFI sur cellules
HEp-2 avec une fluorescence nucléaire d’aspect tres fine-
ment moucheté, dense, et un liseré dans les cellules en
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mitose ; ils sont identifiés classiquement par une
technique de dot.

B} Autoanticorps anti-PM-Scl

Ces aAc font partie de la famille des aAc associés aux
myosites car ils sont le plus souvent détectés au cours des
syndromes de chevauchement polymyosite/sclérodermie
(25 %). Néanmoins, ils identifient un sous-groupe de patients
pouvant présenter une polymyosite ou une dermatomyosite
isolée (4-8 %) [12-14]. Si certaines données ne conferent pas
a ces aAc un pronostic sévere [12, 15, 16], d’autres études
ont démontré I'inverse avec I'association de manifestations
pulmonaires séveres voire de carcinome [14, 17].

La nature des antigénes cibles a été décrite dans une pré-
cédente revue [4]. Ces aAc sont détectés en IFI sur cellules
HEp-2 avec une fluorescence homogéene du nucléole et le
reste du noyau moucheté ; ils sont identifiés le
plus souvent par une technique de type ELISA ou une tech-
nique de dot utilisant des antigenes recombinants PM-Scl
de 100 et de 75 kDa ou un peptide nommé PM1 [18, 19].

[ Autoanticorps anti-CADM-140
Ces aAc ont été nommés ainsi car ils reconnaissent des
antigénes de poids moléculaire de 140 kDa et ils ont été

découverts chez des patients atteints de dermatomyosites
amyopathiques ou « clinically amyopathic dermatomyositis »
(C-ADM). Plus tard, I'antigene cible des aAc a été identifié
comme une protéine cytoplasmique ubiquitaire codée par le
géne associé a la différenciation du mélanome ou «melanoma
differentiation-associated gene - 5 » (MDADS). Cette protéine
fait partie de la famille des récepteurs de reconnaissance
des motifs moléculaires spécifiques des pathogenes intra-
cellulaires. Ces protéines sont impliquées dans la réponse
immunitaire innée avec induction de la réponse IFN type | et
des cytokines pro-inflammatoires en réponse a une infection
virale via la reconnaissance des ARN et ADN viraux.

Les aAc anti-CADM-140 ont été décrits, notamment au
Japon et récemment aux Etats-Unis, chez 13 & 35 % des
patients atteints de dermatomyosites et chez 53-73 % des
patients présentant une dermatomyosite amyopathique
caractérisée par des lésions cutanées typiques des der-
matomyosites et peu de signes de myopathie inflamma-
toire voire une absence d’atteinte musculaire [20-22]. Les
patients présentant des aAc anti-CADM-140 ont un risque
accru de développer une pneumopathie interstitielle diffuse
rapidement progressive par rapport aux patients sans aAc
(95 vs 32 %; P < 0,001 et 50 vs 6 % ; P = 0,008); ainsi les
aAc anti-CADM-140 sont considérés comme des marqueurs
de pronostic sévere [23, 24].

En dehors d’un cas, aucune association avec des cancers
n’a été rapportée a ce jour [21, 22, 24].

Ces aAc ont aussi été détectés chez des enfants atteints
de dermatomyosite juvénile associée a une pneumopathie
interstitielle diffuse [25].

Les aAc anti-CADM-140 et anti-synthétases sont décrits
comme mutuellement exclusifs. Identifiés par immuno-
transfert ou radio-immunoprécipitation, le test de détection
des aAc anti-CADM-140 est disponible aux Etats-Unis
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Figure 4 — Détection des aAc spécifiques des myosites
par technique d’immunoprécipitation.
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D’aprés Betteridge et al. 2011 [34].

(http://www.rdlinc.com/test-catalog/new-tests/). La
mise au point d’un test est également en cours dans trois
laboratoires hospitaliers en France.

En IFl sur cellules HEp-2, le marquage est cytoplasmique
et finement granuleux [20].

[ Autoanticorps anti-TIF1
(anti-p155/140)

Les antigénes cibles de ces aAc sont des protéines membres
de la famille des facteurs de transcription intermédiaire 1
ou transcriptional intermediary factor 1 (TIF1). Plusieurs
sous-types existent dont les TIF1-« ou TRIM 24 de 140 kDa,
TIF1-B ou TRIM 28 de 100 kDa et TIF1-y ou TRIM 33 de
155 kDa (figure 4). Ces protéines nucléaires sont impliquées
notamment dans la régulation de la transcription et de la
prolifération cellulaire, dans le maintien de ’homéostasie
tissulaire, dans I'apoptose et la carcinogénése.

Les aAc anti-p155/140 ont été détectés chez 15 a 21 %
des patients atteints de dermatomyosites, avec une pré-

valence plus faible pour les aAc anti-p140. Leur spécificité
est élevée pour ces maladies [26-28]. Dans le groupe des
patients avec aAc anti-p155/140, 68 % des patients souffrent
de dermatomyosite classique et 32 % des patients souffrent
de dermatomyosite amyopathique [22, 29, 30]. Les Iésions
cutanées sont plus séveres et a I'inverse, la fréquence des
pneumopathies interstitielles diffuses est plus faible chez
les patients présentant ces aAc. Une étude a rapporté une
association avec I'allele HLA-DQA1*0301 [26].

La présence des aAc anti-p155/p140 doit faire évoquer
I’existence d’un cancer associé a ces myopathies, que ce
soit des carcinomes pulmonaires, digestifs, ovariens ou
mammaires; en effet des cancers ont été découverts chez 58
a71 % des patients présentant ces aAc versus 9a 11 % des
patients sans aAc (P < 0,001) [22, 28]. L’association avec un
cancer est plus fréquemment observée siles aAc anti-TIF1-a
(140 kDa) et TIF1-y (155 kDa) sont présents simultanément par
rapport a la présence d’aAc anti-TIF1-y isolés (73 % vs 50 %;
P < 0,05) [29]. Cette prévalence augmente avec I'agei.e. 72 %
des patients agés de plus de 40 ans et 86 % des patients
agés de plus de 60 ans [29].
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Une méta-analyse récemment publiée confirme le caractere
prédictif de ces aAc pour les cancers dans les dermato-
myosites avec une spécificité de 89 %, une sensibilité
de 70 % et une valeur prédictive négative de 93 % [31].
Sachant que les myopathies auto-immunes et notam-
ment les dermatomyosites ont une forte association avec
des cancers de tout type, I'intérét de tels marqueurs est
renforcé [32]. Des peptides communs entre les cellules
musculaires en régénération et les cellules tumorales expri-
mant fortement les autoantigenes dont les TIF1 (ce qui a
été notamment démontré pour TIF1-y dans les cancers
colorectaux a un stade précoce), seraient a I’origine de
la production d’aAc anti-TIF au cours de la réponse spé-
cifique contre les antigénes tumoraux. Mais cette hypo-
thése devient moins probable chez les enfants. En effet,
les aAc anti-p155/140 ont été également décrits dans les
dermatomyosites juvéniles (29 % aux Etats-Unis, 23 % au
Royaume-Uni et Irlande, 17 % au Japon). La présence des
aAc n’est pas associée a des cancers chez ces enfants
mais a un phénotype particulier avec des manifestations
cutanées plus séveres [26, 29, 33-35].

Les aAc anti-p155/140 et anti-synthétases sont décrits,
a ce jour, comme mutuellement exclusifs. Identifiés par
immunotransfert ou radio-immunoprécipitation, un test
immunoenzymatique de type ELISA a été mis au point [29].
Un test d’ immunoprécipitation est disponible aux Etats-Unis
(http://www.rdlinc.com/test-catalog/new-tests/) et
au Royaume-Uni mais aucun test n’est disponible en
France pour l'instant. En IFI sur cellules HEp-2, ces aAc,
le plus souvent de faible titre, donnent une fluorescence
nucléaire d’aspect finement moucheté sans marquage
des nucléoles [27].

A Autoanticorps anti-p140/MJ
(NXP2)

La cible de ces aAc est une protéine de 140 kDa

mais néanmoins différente des protéines CADM-140 et
Tif1-a précédemment décrites, d’ou parfois la confusion
entre ces différents aAc. Cette protéine nommée NXP2,
associée a la matrice nucléaire, est impliquée notamment
dans la régulation de la transcription (activité de répres-
sion), le métabolisme des ARN et le maintien de la structure
nucléaire. C’est également un substrat des enzymes de la
famille des protéines SUMO (small ubiquitin-like modifier)
impliquées dans les mécanismes de sumoylations qui cor-
respondent a la liaison des protéines SUMO a une lysine
présente dans diverses cibles. Les cibles ayant subi une
sumoylation sont généralement impliquées dans la régu-
lation de la transcription.

Les aAc anti-p140 ont été décrits chez 18 % a 25 % des
patients atteints de dermatomyosite juvénile [33, 36].
Ces patients ont un phénotype clinique distinct avec une
prévalence plus élevée de calcinose (54 % vs 15 % pour
les patients sans aAc), des contractures et une atrophie
musculaire importante. Les aAc anti-p140 ont été aussi
récemment décrits dans les dermatomyosites de I'adulte
mais avec une prévalence plus faible de I'ordre de 5 % [34].
lls sont identifiés par des techniques de radio-immuno-
précipitation et d’immunotransfert, et aucune technique
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commerciale n’est disponible. L’aspect en IFI sur cellules
HEp-2 n’est pas décrit.

N Autoanticorps anti-SAE

Ces aAc ont comme antigenes cibles des enzymes nom-
més « SUMO-activating enzymes » (SAE) impliqués dans
les mécanismes de sumoylations. Betteridge et coll. ont
décrit des aAc de 40 et 90 kDa correspondant
aux deux hétérodimeres SAE1 et SAE2 chez 8,4 % des
patients atteints de dermatomyosite amyopathique; ces
maladies évolueraient vers une dermatomyosite avec déficit
musculaire et différentes atteintes systémiques avec ou
sans atteinte pulmonaire [37]. Aucune association avec des
polymyosites, syndromes de chevauchement ou cancers
n’a été rapportée.

Ces aAc ont été également décrits dans les dermato-
myosites juvéniles avec une moindre prévalence (0,6 %).
Identifiés par une technique de radio-immunoprécipitation,
ils pourraient étre analysés en routine par immunotransfert.
En IFl sur cellules HEp-2 ils donnent un marquage nucléaire
moucheté a gros grains sans marquage nucléolaire [37].

LY Autoanticorps anti-HMG-
Coenzyme A réductase

Plusieurs études ont rapporté que les traitements par
statines pouvaient entrainer des symptémes muscu-
laires évoluant parfois vers une myopathie nécrosante
avec signes de régénération des fibres musculaires, sans
infiltration lymphocytaire. Chez certains de ces patients
des aAc ont été découverts. La cible antigénique de ces
aAc, de 100/200 kDa, a été récemment identifiée comme
la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase
(HMGCR), enzyme clef de la synthese du cholestérol et cible
pharmacologique des statines, qui sont des inhibiteurs de
ces enzymes [38-40]. La nouvelle entité définie comme une
myopathie nécrosante médiée par le systéme immunitaire
a été ainsi confortée. L'étude des aAc anti-HMGCR chez
750 patients présentant une myopathie a démontré que
45 patients présentaient ces aAc (6 %) dont 30 patients
avaient été traités par des statines [40]. Une étude récente a
démontré la spécificité élevée de ces aAc pour les patients
présentant une myopathie auto-immune [41].

Les mécanismes physiopathologiques sont encore mal
compris; les statines entraineraient une surexpression de
HMGCR dans le muscle, qui serait impliquée dans les méca-
nismes induisant la production d’aAc anti-HMGCR [40].
Les aAc dirigés contre la partie C-terminale de 'THMGCR
découverts par une technique de radio-immunopréci-
pitation peuvent aussi étre détectés par une technique
immunoenzymatique de type ELISA [23, 40]. Cette tech-
nique est en cours de commercialisation aux Etats-Unis
(communication du Dr AL Mammen).

EER Autres autoanticorps

Différents autres aAc ont été décrits comme les aAc anti-1
eukaryotic translation initiation factor 3 (EIF3) détectés chez



4 patients atteints de polymyosite et qui sont considérés
comme des marqueurs de bon pronostic. Les aAc anti-
KJ, anti-Fer, anti-Wa et anti-Mas dirigés pour la plupart
contre des antigénes cytoplasmiques, ont été également
détectés chez des patients atteints de myopathies auto-
immunes proches du syndrome des anti-synthétases. Des
aAc dirigés contre des enzymes de réparation de ’ADN
(PMS1, PMS2, MLH1) ou contre des protéine kinases
ADN-dépendantes (DNA PKCS) ont été décrits chez 1 a
8 % des patients atteints de myosites [42].

Enfin, des aAc anti-antigéne du muscle squelettique de
43 kDa ont été récemment découverts dans 52 % des
myosites a inclusions et seraient tres spécifiques de ces
myopathies [43].
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Anticorps anti-recepteur
a la phospholipase A2 : marqueur
serologique de la glomérulonéphrite

extra-membraneuse

Etude d’une cohorte de 233 patients

Gabrielle Deniziaut?, Faiza Mougari?, Eric Anton?, Stéphanie Ripert-Bernusset?, Eric Ballot?, Catherine Johanet?*

ﬂ Introduction

La glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM) est la
cause la plus fréquente de syndrome néphrotique chez
I’adulte et 80 % des cas sont d’origine indéterminée (forme
idiopathique). Le diagnostic repose sur I’histologie rénale
qui révéle un épaississement du versant externe de la
membrane basale glomérulaire di a un dép6t d’immuno-
globulines (IgG4, IgG1) et de complément. Les antigenes
cibles sont restés inconnus trés longtemps. Ce n’est qu’en
2009 que I'antigene podocytaire, cible majeure, a été
identifié au récepteur de la phospholipase A2 de type M
(PLA2R) [1] et que des anticorps (Ac) anti-PLA2R ont été
mis en évidence dans le sérum de patients ayant une GEM
idiopathique. Leur détection s’est simplifiée en 2010 avec
I’apparition d’une technique commerciale permettant une
plus large étude de ce marqueur.

Nous présenterons ici d’une part une synthése biblio-
graphique et d’autre part les résultats observés sur une
cohorte de 233 patients pour lesquels nous avons effectué
la recherche d’Ac anti-PLA2R.

E Synthése bibliographique

2.1. Historique

Les mécanismes d’apparition de la GEM sont encore mal
connus. Cependant, les Ac anti-PLA2R ne sont pas les
premiers Ac dirigés contre un antigéne présent a la surface
des podocytes a étre caractérisés.

Les Ac anti-mégaline ont été identifiés chez le rat en 1983
[2], dans la néphrite expérimentale de Heymann. Mais ce
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modele animal, bien que présentant des caractéristiques
histologiques proches de la GEM humaine, n’est pas trans-
posable a ’lhomme, la mégaline n’étant pas exprimée sur
le podocyte humain.

Vingt ans apres la découverte de la mégaline, I’équivalent
humain a été identifi¢ dans une forme rare de GEM allo-
immune néonatale [3]. Il s’agit de ’endopeptidase neutre
(NEP), enzyme normalement présent a la surface du podo-
cyte. Les meres déficientes en NEP (géne muté) se sont
immunisées pendant la grossesse et les Ac maternels se
sont fixés sur les podocytes feetaux.

Enfin en 2009, I’équipe de Beck et al. [1] met en évidence,
grace aux sérums de patients atteints de GEM idiopa-
thique, un anticorps reconnaissant spécifiquement une
glycoprotéine de 185 kDa dans le glomérule humain nor-
mal. La spectrométrie de masse permettra d’identifier
formellement cette glycoprotéine au récepteur de type M
de la phospholipase A2 (PLA2R).

Tres récemment, d’autres cibles antigéniques comme
I’aldose réductase et la superoxyde dismutase-2 ont été
identifiées au niveau des podocytes par une approche
protéomique [4].

2.2. Cible antigénique

Le PLA2R est un récepteur transmembranaire de type 1
pour la phospholipase soluble, appartenant a la famille des
récepteurs au mannose . Il est exprimé de fagon
abondante au niveau des podocytes et plus faiblement
dans les poumons et les polynucléaires neutrophiles. Il est
recyclé de maniere constitutive a la membrane plasmique
par endocytose, ce qui assure une source constante de
PLAZ2R au niveau des pieds des podocytes. Son rdle bio-
logique dans le rein n’est pas élucidé.

Il existe un polymorphisme du gene du PLA2R et certains
génotypes sont associés a une plus grande susceptibilité
génétique pour la GEM idiopathique [5] ainsi qu’a un taux
de rémission faible [6].

L’autoanticorps appartient majoritairement a la sous-
classe des IgG4, qui est déja connue pour étre la sous-
classe prédominante dans les dép6ts immuns observés
dans la GEM idiopathique. D’autres sous-classes, IgG1
et IgG3, sont également présentes mais en quantité
minime.
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PLA2R et IgG4 sont colocalisés sur la membrane du podo-
cyte dans la GEM idiopathique. De plus, les IgG éluées de
biopsies rénales de patients atteints de GEM idiopathique
réagissent avec le PLA2R recombinant et avec la bande de
185 kDa visualisée par Western blot. Ce n’est pas le cas
pour les IgG éluées de patients atteints de GEM lupique
ou de néphropathie a IgA [1].

2.3. Détection des Ac anti-PLA2R

Ces Ac ont été mis en évidence par Western blot dans des
conditions non dénaturantes en utilisant comme antigéne
un extrait de glomérules humains normaux [1].

Depuis 2011, ils peuvent étre détectés par une technique
d’immunofluorescence indirecte (IFI) utilisant comme anti-
geéne une lignée de cellules rénales embryonnaires humaines
transfectée avec le gene du PLA2R et comme contrdle la
méme lignée cellulaire non transfectée [7]. L'étude compara-
tive des deux tests a montré des résultats concordants [7].

2.4. Intérét des Ac anti-PLA2R

comme marqueur diagnostique

des GEM idiopathiques

Toutes études confondues, les Ac anti-PLA2R apparaissent
comme un excellent marqueur diagnostique des GEM
idiopathiques.

La sensibilité varie de 57 % a 82 % [1, 7-11]. Cepen-
dant, les cohortes de patients étudiées restent modérées
(36 GEM idiopathiques dans I’étude princeps de 2009 [1],
3 a42 patients dans des études américaines et européennes
[7-10], 60 dans une étude chinoise [11]).
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La spécificité est également excellente (89 a 100 % selon
les études) [1, 7-10]. Des Ac anti-PLA2R ont été détectés
dans quelques cas de GEM secondaire (lupus érythéma-
teux disséminé, hépatite virale B, cancer) [11].

2.5. Intérét des Ac anti-PLA2R dans

le suivi des GEM idiopathiques

Les Ac anti-PLA2R apparaissent comme des marqueurs
d’activité de la maladie. Ainsi, Beck et al. [1, 12] mettent
en évidence une corrélation entre la présence de I’Ac anti-
PLA2R et une maladie cliniquement active avec protéinurie
et hypoalbuminémie. De plus, chez les patients en rémission
clinique, les Ac anti-PLA2R diminuent ou disparaissent
avant méme que la protéinurie ne soit completement réso-
lue. Hofstra et al. [9] ont suivi douze patients ayant une
GEM idiopathique aux différentes phases de la maladie
(phase initiale, rémission puis rechute) et ont également
montré une diminution du taux des Ac pendant la phase
de rémission et une réascension de ceux-ci en cas de
récidive de la maladie.

Enfin, en 2011, Beck et al. montrent que les Ac anti-PLA2R
disparaissent chez 68 % des patients apres un an de trai-
tement immunosuppresseur. Parmi ceux-ci, 59 % auront
une rémission compléte et 88 % une rémission partielle
vs 0 % et 33 % dans le groupe de patients présentant un
taux d’Ac stable [10]. Ces données suggeérent la possible
utilisation de ces anticorps pour prédire la réponse au
traitement immunosuppresseur [10, 13].

Concernant le risque de récidive de GEM apres transplan-
tation rénale, une premiére étude suggére que la présence
d’Ac anti-PLA2R avant transplantation pourrait étre un fac-
teur de risque de récidive de la maladie [14]. Cependant,
Debiec et al. en 2011 ont montré que les Ac anti-PLA2R ne
sont impliqués que dans 50 % des récidives apres trans-
plantation [15]. Par ailleurs, ces Ac ne sont pas présents
dans les GEM de novo [15].

¥ Etude d’une cohorte
de 233 patients atteints de GEM

3.1. Criteres de sélection

e Détection des Ac anti-PLA2R dans I'unité d’auto-immunité
de I'hopital Saint-Antoine entre janvier 2011 et janvier 2012.
¢ Obtention des renseignements clinico-biologiques sui-
vants (sous forme de questionnaire adressé a chaque
prescripteur): protéinurie, créatininémie, histologie rénale en
faveur d’une GEM, idiopathique ou secondaire (recherche
de la cause), traitement.

3.2. Détection des Ac anti-PLA2R

Les Ac anti-PLA2R ont été détectés par IFI sur cel-
lules rénales embryonnaires humaines transfectées
(EUROIMMUN) . Le seuil de positivité corres-
pond a la dilution au 1/10, les sérums positifs sont titrés
jusqu’au 1/1 000.

3.3. Description de la cohorte
Des renseignements complets ont été obtenus pour 233
patients présentant une GEM histologiquement prouvée.
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témoins

Parmi eux, 166 patients ont une GEM idiopathique (age
moyen 52 ans, 72 % d’hommes) et 67 patients une GEM
secondaire (&ge moyen 49 ans, 37 % d’hommes).

Le groupe des GEM secondaires est constitué de 45 GEM
lupiques, 12 GEM néoplasiques, 4 GEM secondaires a une
infection, 3 GEM liées a une réaction de greffon contre
I’héte (GVH), 2 GEM d’origine médicamenteuse et 1 GEM
secondaire a un syndrome de Sharp.

transfectées

Anti-PLAZR
negatifs

Anti-PLAZR
positifs

Dans le groupe des GEM idiopathiques, 35 patients ont
subi une transplantation rénale six ans en moyenne avant
le préléevement. Parmi eux, 28 patients présentent une
GEM sur greffon (dont 12 récidives et 9 GEM de novo) et
7 patients n’ont pas de GEM sur greffon.

Un suivi a été possible pour 42 patients ayant une GEM
idiopathique, et pour lesquels plusieurs prélevements
(de 2 a 7) nous ont été adressés.
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3.4. Prévalence des Ac anti-PLA2R

dans la cohorte

La prévalence des Ac anti-PLA2R est de 36 % (60/166)
dans les GEM idiopathiques vs 1,5 % (1/67) dans les
GEM secondaires (p = 0,0001), ou il s’agit d’un patient
ayant une GEM secondaire a un adénocarcinome
prostatique.

La valeur prédictive positive du test en faveur du diagnostic
de GEM idiopathique est donc excellente (VPP = 98,4 %).
Il existe une corrélation entre la présence de I’Ac et I'acti-
vité de la maladie évaluée sur la protéinurie. La fréquence
du marqueur est de 45,5 % dans les GEM idiopathiques
avec protéinurie > 3 g/j vs 18 % quand la protéinurie est
< 3 g/j (p = 0,004). Cependant, il n’y a pas de corrélation
significative entre le taux de la protéinurie et le titre des
Ac anti-PLA2R.

Chez les patients transplantés, la prévalence des Ac est
de 42 % quand il existe une récidive de la maladie sur le
greffon vs 0 % dans les GEM de novo et lorsque le greffon
ne présente pas de GEM (p = 0,019).

3.5. Suivi de 42 patients

atteints de GEM idiopathique

Durant I’'année de suivi, 19 patients (45 %) présentent
une diminution du titre ou une disparition des
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Ac anti-PLA2R et 23 patients (55 %) une augmentation.
Chez 73 % des patients présentant une diminution du
titre d’Ac anti-PLA2R, la protéinurie est également
diminuée. Inversement, lorsque le titre des Ac est
stable ou augmente, la protéinurie augmente dans 91 %
des cas.

¥ Conclusion

Nos résultats sur une importante cohorte de patients sont
en accord avec ceux de la littérature. Les Ac anti-PLA2R
apparaissent comme d’excellents marqueurs diagnos-
tiques de la GEM idiopathique. Leur présence semble
corrélée a I'activité de la maladie et la variation de leur
titre pourrait permettre de prédire la réponse au traitement
immunosuppresseur.
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ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Les synaptopathies auto-immunes

René-Louis Humbel>*

t Introduction

Le concept de synaptopathie définit une maladie du systeme
nerveux liée a des anomalies de la fonction synaptique. Le
terme de synapse, du grec synaptein pour connexion, a été
introduit par Charles Scott Sherington en 1897 pour nommer
les zones de contact entre neurones. Les synapses sont
constituées de trois éléments qui doivent interagir de fagon
précise. L'élément pré-synaptique de la terminaison axonale
renferme les vésicules synaptiques qui sont les organites de
stockage des neuromédiateurs. L'élément post-synaptique
est constitué d’une membrane qui renferme les récepteurs
des neuromédiateurs et des canaux ioniques. Ces deux élé-
ments sont séparés par la fente synaptique. La transmission
synaptique débute par une stimulation de I'élément pré-synap-
tique et un recrutement des vésicules synaptiques. Celles-
ci sont entourées d’une membrane trés riche en protéines
assurant leur arrimage a la membrane pré-synaptique et la
libération des neuromédiateurs. Des récepteurs spécifiques
et des canaux ioniques sont présents dans la membrane et
assurent la libération et la distribution des neuromédiateurs.
Sur la membrane post-synaptique se trouvent de nombreux
récepteurs et canaux ioniques et de nombreuses protéines
d’échafaudage et de contrdle. Plusieurs molécules des élé-
ments synaptiques sont la cible des autoanticorps

Ces anticorps reconnaissent soit des récepteurs-canaux
(récepteurs du glutamate, récepteur de la glycine, récepteur
du GABA), soit des canaux ioniques (canaux potassiques,
canaux calciques) et protéines associées. Du fait de leur
localisation membranaire ces molécules sont particulie-
rement bien exposées et accessibles aux autoanticorps

E Les synaptopathies

Les synaptopathies sont des maladies qui résultent d’'une
interruption de la communication synaptique. Des études
récentes des dix derniéres années ont montré que de plus
en plus de ces maladies sont associées a des manifesta-
tions auto-immunes, objectivées par la présence, chez les
malades, d’autoanticorps spécifiques pour des constituants
synaptiques et par une bonne réponse a I'immunothérapie.

A Laboratoire luxembourgeois d'immunopathologie (LLIP)
37, rue Romain Fandel
L-4149 Esch-sur-Alzette — Luxembourg
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Les synaptopathies auto-immunes comportent des mala-
dies du systéme nerveux central et du systéme nerveux
périphérique. Ces derniéres sont connues depuis longtemps
puisqu’elles constituent les syndromes myasthéniques.
Dans cette présentation, seules les synaptopathies auto-
immunes du systéme nerveux central seront abordées. Les
cibles antigéniques des autoanticorps se situent essentiel-
lement dans les parties internes des lobes temporaux du
cerveau correspondant a la structure appelée le systeme
limbique. Celui-ci comprend les régions de I’lhippocampe,
I’'amygdale temporale et les gyrus circulaires qui sont forte-
ment impliquées dans les fonctions cognitives, la mémoire,
le comportement et les mouvements volontaires, ainsi que
I’lhypothalamus qui régle les activités et le rythme du som-
meil. En conséquence, les atteintes de ces structures se
manifestent par des troubles neurologiques particuliers qui
se retrouvent dans une entité appelée encéphalite limbique.
Elle se manifeste par des anomalies neuropsychiatriques
survenant de fagon aigué ou subaigué et dominées par
des troubles cognitifs, troubles de la mémoire antérograde,
syndrome de confusion, trouble du sommeil, troubles du
comportement et des crises d’épilepsie. Les symptomes
initiaux sont variables en fonction du type d’autoanticorps
présents dans le sang .

L’encéphalite limbique survient a tout 4ge, y compris chez
les petits enfants. Certaines de ces encéphalites limbiques
sont associées a un cancer. Les tumeurs les plus fré-
quentes sont le cancer pulmonaire, surtout microcellulaire,
le thymome, le tératome ovarien, la maladie de Hodgkin,
le neuroblastome
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Tableau | - Molécules cibles des autoanticorps Tableau Il - Manifestations cliniques associées
dans les éléments synaptiques. aux principaux autoanticorps

——— dirigés contre les antigénes synaptiques.

Amphiphysine Protéine de la membrane des vésicules Antlcorp=SuEs GRLE
Nécessaire a I'endocytose des vésicules VGKC-Lgi1 Troubles du sommeil
par la membrane présynaptique. Dystonie faciobrachiale
Epitope : domaine SH3 de I'isoforme | Troubles mnésiques sévéres
Convulsions dystoniques
Glutamate-décarboxylase Enzyme de conversion du glutamate en acide Epilepsie
GAD) gamma-aminobutyrique (GABA) Hyponatrémie
Dans le cerveau: GAD65 (GAD 2) et GAD67 (GAD 1)
Dans le cytosol et la membrane des vésicules VGKC-Caspr2 Hyperexcitabilité neuromusculaire
synaptiques Crampes, fasciculations
Epitopes: extrémité N-terminale (linéaires) Hallucinations, délire

Troubles mnésiques

Membranes synaptiques (pré et post
ynekes P post) Récepteur Glu-NMDA Dyskinésie orofaciale

Canaux potassiques Canaux potassiques ioniques voltage-dépendants Chorée, choréoathétose
(VGKC) Sous-unités Kv 1.1, Kv 1.2, Kv 1.6 Posture dystonique
Epitope: Kv 1.1 Désintégration du langage
Epilepsie
Catatoni
Protéines Lgi1 Protéine transynaptique associée aux VGKC atatonie

Connexion @ ADAM 23 pré-synaptique et ADAM 22
post-synaptique
Epitope : extrémité extracellulaire

Récepteur Glu-AMP Psychose sévere
Troubles mnésiques

Récepteur GABA B Epilepsie
Caspr2 Protéine d’adhérence du complexe VGKC aux Psychose
paranodes des axones myélinisés Hallucinations
Epitope: partie extracellulaire Agressivité
Troubles du sommeil
TAG-1 (Contactin 2) Prqtéine du complexe VGKC avec la protéine Caspr2 GAD Rigidité musculaire
Epitope: non connu Amphiphysine Ataxie
Encéphalomyélite
Membrane post-synaptique Récepteur glycine Epilepsie
Récepteur glutamate Liaison du glutamate Récepteur mGIuR5 Démence
NMDAR Transmission synaptique rapide . o
(N-Méthyl-D-Aspartate) Tétramére (NR1, NR2) Récepteur mGluR1 Ataxie cérébelleuse
Epitope: extrémité N-terminale de la sous-unité NR1 Homer 3 Ataxie cérébelleuse

Récepteur glutamate AMP Récepteur ionotrope du glutamate

(a-Amino-3-hydroxy-5- Transmission synaptique rapide
Méthyl-4-isoxazolePropionate) | Tétrameére GIuR1, 2, 3, 4 e os
Epitope: sous-unités GIuR1 (30 %) GIuR2 (60 %) Tableau Il - Prlnt:Ipaux cancers associes
aux encéphalopathies auto-immunes.
Récepteur glutamate mGlu1 = Récepteur métabotrope couplé aux protéines G Anticorps anti- Néoplasies
(mGIuR1) Cellules de Purkinje et dendrites

Amphiphysine Cancer pulmonaire microcellulaire

Epitope : domaine extracellulaire aminoterminal ;
Cancer du sein

Protéine HOMER 3 Protéine associée aux mGIuR1 Canaux potassiques Cancer thyroide
Liaison du récepteur a la membrane post-synaptique - Protéine Lgi1 Cancer pulmonaire microcellulaire
Epitope : domaine extracellulaire Cancer rein
Thymome
Récepteur glutamate Surtout exprimée dans I'hippocampe - Protéine Caspr2 Cancer pulmonaire microcellulaire
mGIuR5 Epitope: domaine extracellulaire Thymome malin
(mGIuR5) (seulement 1 cas décrit)

Récepteur Glu-NMDAR Tératome ovarien (testiculaire)
Tératome abdominal

Récepteur glycine Récepteur essentiel avec le glutamate Neuroblastome
(GlyR) Neurotransmetteur inhibiteur
Complexe pentameérique a/B Récepteur Glu-AMP Cancer pulmonaire microcellulaire

Epitopes: sous-unités a1 (cerveau), sous-unité a2

U Thymome malin
(moelle épiniére)

Cancer sein
Géphyrine Protéine d’ancrage du récepteur GlyR dans la Récepteur glycine Rares (thymome)
membrane post-synaptique
Epitope : sous-unités Récepteur GABA B1 Cancer pulmonaire microcellulaire
i , ) , Récepteur mGluR1 Maladie de Hodgkin
Récepteur GABA B Récepteur essentiel pour le GABA pré- et post-
(GABARB) synaptique . Récepteur mGIuR5 Maladie de Hodgkin
Neurotransmetteur inhibiteur
Epitope: sous-unités B1 et B2 Glutamate décarboxylase | Rares (1 cas: tumeur pancréas)

(GAD)
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La prise en charge de la maladie est condi-
tionnée par la précocité du diagnostic d’ou
I’intérét grandissant de la recherche et de
I'identification précise des autoanticorps.

LES AUTOANTICORPS

Tableau IV - Méthodes utilisées pour la recherche
des autoanticorps associés aux synaptopathies.

Immunofluorescence

Autres tests

o . . ) disponibles
Elle comporte I'instauration rapide d’une -
\ theé . t de tumeur. le Cervelet Hippocampe | Cellules
immuno ecli'aple et, en cas , transfectées
traitement du cancer sous-jacent, si pos-
. . . ! »SIP Amphiphysine C. moléculaire | C. moléculaire - Immunodot
sible par la résection tumorale.
Glutamate C. moléculaire | C. moléculaire - RIA,ELISA,
L . . décarboxylase Pourtour Dot (GAD65)
EY Méthodes de détection | @0 des newrones
H Canaux potassiques C. moléculaire | C. moléculaire | Disponible Radio-
des anticorps (tabicau 1v) (VGKO) amuno-
précipitation
Le diagnostic sérologique des encéphalites - — — ——
Iimbiques auto-immunes est basé sur la Lgit C. moléculaire | C. moléculaire | Disponible -
recherche de divers autoanticorps spéci- | gagpr C. moléculaire | C. moléculaire | Disponible -
figues dans le sérum. L'utilisation du LCR
peut étre utile mais elle ne peut remp|acer Récepteur glutamate C./moléculaire Disponible -
celle du sérum. En effet, la concentration en NMDA (/) NR1
immunoglobulines du LCR est trés faible, Récepteur glutamate - C. moléculaire | Disponible
. AMP GluR1/R2
rendant la recherche des autoanticorps peu
sensible. Les réactions d’interprétation difficile | Récepteur glutamate | Gytoplasme - - -
. . - . mGluR1 cell. Purkinje
en raison dela présence dﬂantlgt.)rp.s 9nt|nu— Dendrites
cléaires peuvent en partie étre éliminées par ; S
. , . i Récepteur glutamate - C. moléculaire -
adsorption préalable du sérum avec un extrait mGIUR5
de foie. !‘a plupart des zlantlcorps Clon(,:emes Récepteur GABA B - C. moléculaire | Disponible -
reconnaissent des molécules exprimées au GABA B R1/2
niveau des membranes dans leur confor- C. moléculaire - couche moléculaire.

mation moléculaire native. C’est pourquoi il
n’existe pas de méthodes comme I'ELISA ou
le dot, sauf pour I'amphiphysine qui existe sous forme d’une
protéine recombinée.

Les anticorps anti-neuronaux a cible membranaire sont recher-
chés par immunofluorescence sur des coupes de tissus
neuronaux, cervelet et hippocampe de singe ou de rat. lls
marquent essentiellement la couche moléculaire sur ces deux
tissus avec une intensité variable suivant le type d’anticorps.
Pour certains anticorps, on dispose depuis peu de cellules
transfectées qui surexpriment un antigene spécifique.

Les anticorps anti-VGKC sont recherchés par une technique
de radio-immunoprécipitation qui utilise un extrait de cerveau
de rat dans lequel les VGKC sont spécifiquement marqués

par 'a-dendrotoxine, elle-méme couplée a I'iode 125. Cette
méthode décele les anticorps spécifiques pour les canaux
potassiques Kv 1.1, Kv 1.2 et Kv 1.6 ainsi que les anticorps
reconnaissant des protéines associées Lgi1, Caspr2 et autres.
Pres de 20 % des anticorps anti-VGKC détectés par radio-
immunoprécipitation ne reconnaissent pas les protéines Lgi1
et Caspr2. Certains sont spécifiques pour la sous-unité Kv 1.1
des canaux potassiques mais il existe encore des spécificités
non identifiées.

Déclaration d’intéréts: Pauteur déclare ne pas avoir de conflits
d’intéréts en relation avec cet article.
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ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Intérét des anticorps anti-aquaporine-4
dans le diagnostic et le suivi
de la neuromyeélite optique

Thierry Vincent®*

EH Introduction

La découverte des autoanticorps NMO-IgG et de leur
cible antigénique I'aquaporine-4 (AQP4) par I'équipe de
Vanda Lennon en 2004-2005 a profondément modifié
notre compréhension de la neuromyélite optique (NMO
ou maladie de Devic) [1, 2]. Longtemps considérée
comme un sous-type de sclérose en plaque (SEP), il
est maintenant clair que la NMO est une maladie a part
entiere avec un processus physiopathologique propre
qui, contrairement a la SEP, met en jeu principalement
I'immunité a médiation humorale [3]. Le r6le pathogene
des anticorps anti-AQP4 est en effet maintenant clai-
rement démontré grace a différents modeles animaux
permettant le transfert passif de la maladie chez le
rat suite a I'injection intra-thécale ou intra-cérébrale
d’immunoglobulines (IgG) de patients NMO [4, 5]. De
nombreuses études menées ces derniéres années se
sont attachées a évaluer de fagon objective la valeur
de ces anticorps dans la prise en charge des patients.

PA Intérét diagnostique
des anti-AQP4

La NMO est une maladie démyélinisante du systéeme
nerveux central (SNC) comme la SEP mais au pronos-
tic beaucoup plus péjoratif avec 50 % des patients a
5 ans qui perdent leur autonomie de marche et/ou la
vision d’au moins un ceil [6]. De plus les traitements
immunomodulateurs de la SEP sont inefficaces dans la
NMO et peuvent méme aggraver certains patients d’ou
la nécessité d’un diagnostic différentiel précoce entre
ces deux pathologies pour pouvoir proposer sans délai
le traitement le plus adapté.
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La premiére technique décrite pour identifier les NMO-
IgG fut I'immunofluorescence indirecte (IFI) sur coupe de
cerveau/cervelet/moelle épiniere de souris [1]. L’étude,
réalisée sur 102 patients nord-américains et 20 patients
japonais, conclut a une sensibilité de 73 % et une spé-
cificité de 91 %. Surtout, aucun des patients contrdles
atteints de SEP ne présentait d’anticorps NMO-IgG. Cette
excellente spécificité ne fut jamais démentie dans les
études ultérieures, quelle que soit la technique utilisée,
et les NMO-IgG sont désormais inclus dans les critéres
diagnostiques de la NMO révisés en 2006 [7].
L’identification en 2005 de I’AQP4 comme cible antigé-
nique des NMO-IgG [2] a permis le développement de
plusieurs techniques utilisant la protéine recombinante,
en particulier 'ELISA, 'immunoprécipitation (RIPA/FIPA)
ou les tests cellulaires avec cellules génétiquement
modifiées pour exprimer I’AQP4 [8-11]. Ces techniques
ont 'avantage d’étre spécifiques de ’AQP4, opérateur
indépendantes et, pour certaines, quantitatives. Selon
certaines études, les techniques utilisant I’AQP4 recom-
binante, et notamment les tests cellulaires, seraient
également plus sensibles que I'IFI [11, 12].

L’IFI sur coupe de cervelet reste cependant la tech-
nique de référence pour le dépistage. Certes c’est une
méthode subjective, semi-quantitative et qui nécessite
un minimum d’expérience, mais I'lFIl présente I'avan-
tage, contrairement aux techniques «recombinantes »,
de permettre I'identification simultanée de divers auto-
anticorps et pas seulement des anticorps anti-AQP4.
Nous avons observé en particulier les cas de plusieurs
patients atteints de maladies démyélinisantes du SNC et
présentant en IFl un marquage punctiforme atypique en
périphérie des micro-vaisseaux et le long de la pie-mére
[11]. La topographie du marquage, similaire mais facile-
ment distinguable de I’aspect beaucoup plus linéaire des
NMO-IgG, suggere la présence d’un anticorps ciblant
un antigene de la barriere hémato-encéphalique, donc
potentiellement pathogéne, mais autre que I’AQP4. Enfin,
méme si I'lFl est sans doute un peu moins sensible
que les tests cellulaires, ses performances sont le plus
souvent suffisantes en dépistage lors d’un événement
démyeélinisant ou les titres observés sont en général
élevés (> 1/200).

Au final, d’aprés les différentes séries publiées, la spé-
cificité des anti-AQP4 reste excellente (91-100 %) et
seule la sensibilité semble Iégerement en retrait, plus
proche des 50-60 % que des 73 % publiés dans I'étude
initiale [12-14].
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kX Intérét pronostique
des anti-AQP4

Les anticorps anti-AQP4 présentent un double intérét
pronostique:

e chez un patient présentant une myélite transverse lon-
gitudinalement extensive (LETM) isolée ou une névrite
optique (NO) récurrente isolée, la présence d’anti-AQP4
augmente d’une part le risque de récidive et d’autre part le
risque pour le patient de compléter le tableau pour aboutir
a une forme compléte de NMO [15, 16]. Les LETM et les
NO avec présence de NMO-IgG sont ainsi considérées
comme des formes débutantes et/ou limitées de NMO et
partagent son mauvais pronostic;

¢ la présence de NMO-IgG chez un patient présentant une
NMO, une LETM ou une NO récurrente est associée a un
mauvais pronostic avec des poussées plus séveres et/ou
des séquelles fonctionnelles plus importantes par rapport
aux patients dits « séronégatifs » [17, 18].

¥ Intérét des anti-AQP4
dans le suivi thérapeutique
des patients

Le plus souvent, lorsqu’un anticorps est directement patho-
gene, sa concentration sérique varie avec I'évolution clinique
de la maladie. Il peut alors étre utilisé comme biomarqueur,
permettant de suivre I'efficacité thérapeutique.

Concernant les anticorps anti-AQP4, dont le pouvoir patho-
géne est maintenant clairement démontré, les premieres
études montraient en effet une bonne corrélation entre
concentration sérique et activité de la maladie [19, 20]. Ces
résultats n’ont cependant pas été confirmés par d’autres
études. L’équipe de la Mayo Clinic en particulier n’a pas
retrouvé de corrélation entre I'activité de la maladie et la
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concentration sérique des anticorps mais avec leur activité
cytolytique mesurée grace a un test de cytotoxicité [21].
Nous avons également développé un test de cytotoxicité
mesurant la lyse de cellules cibles exprimant ’AQP4 aprées
incubation avec les sérums des patients en présence de
complément. Nous avons observé une excellente corréla-
tion entre concentration sérique et activité cytolytique des
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sériques, ni les activités cytolytiques n’étaient corrélées
avec I'évolution clinique des patients au cours du traitement
(article soumis). La réponse a cette controverse est peut-étre
apportée par I'’équipe de Dujmovic qui montre une corréla-
tion entre I’évolution de la maladie et la concentration des
anticorps non pas dans le sérum mais dans le LCR [22]. Il
est en effet logique de penser que les anticorps présents
dans le LCR sont plus directement pathogénes que ceux
du sérum [4, 5]. La ponction lombaire est cependant un
geste trop invasif pour étre utilisable de fagon systématique
dans le suivi des patients.

[} Conclusion

L'intérét des anticorps anti-AQP4 dans le diagnostic de
la NMO est maintenant parfaitement établi, notamment
grace a leur excellente spécificité permettant quasiment
d’affirmer le diagnostic lorsqu’ils sont présents. Seule la
sensibilité de ces anticorps reste médiocre malgré I'utilisa-
tion de nouveaux tests utilisant la protéine recombinante.
Aucune de ces techniques n’a fait la preuve définitive de
sa supériorité sur I'lFI qui reste encore la technique de
référence au diagnostic. Les résultats contradictoires des
derniéres études ne permettent pas pour 'instant d’affirmer
I’intérét des anti-AQP4 comme biomarqueur dans le suivi
longitudinal des patients.
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