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10¢ Colloque du Geai

Le GEAIl, Groupe d’Etude de 'Autoimmunité, organise pour la 10¢ fois son Colloque
dans cette vénérable maison de Louis Pasteur. Le GEAI, créé le 4 décembre 1992,n’a
pas la prétention d’étre une Société Savante, mais ces 26 années de confrontation
réguliere de I'expérience quotidienne de ses membres lui ont conféré une pleine
légitimité pour afficher sa compétence en autoimmunologie pratique. Sa mission
principale est de parfaire la recherche des autoanticorps en se penchant sur les
paramétres des différentes méthodes utilisées en pratique courante et d’apprécier
leur utilité pour le diagnostic des maladies autoimmunes.
Lautoimmunologie évolue sans cesse. Chaque mois nous découvrons de nou-
velles publications annongant la découverte de nouveaux anticorps, de nouvelles
méthodes, de nouveaux kits de réactifs, de nouveaux appareils, dont nous devons
évaluer les pertinences et les performances. La recherche des autoanticorps a été
simplifiée et automatisée, ce qui a incité beaucoup de laboratoires a se lancer en
diagnostic autoimmun. Or il faut savoir qu'un autoanticorps n’est pas un constituant
chimique comme le glucose ou le cholestérol et ne se recherche pas par une simple
pression sur un bouton. Il est indispensable de connaitre en détail les techniques
utilisées. La fonction anticorps, caractérisée par la spécificité de reconnaissance d’un
épitope donné d’'une molécule d’antigene, est supportée par 'immunoglobuline
qui est un homodimére complexe dont les domaines constants, qui ne participent
pas au site anticorps, sont néanmoins susceptibles d’interagir avec toute sorte de
molécules par des liaisons hydrogéne, électrostatiques ou hydrophobes, ce qui influe
grandement sur la standardisation et le choix des «sérums étalons de calibration».
Cette situation devrait aussi &tre rappelée aux «accréditeursy» qui comparent les
courbes d’étalonnage pour le dosage de la créatinine a celle de la mesure des
anticorps anti-DNA et tenter de leur expliquer qu'il est difficile de comparer les
résultats obtenus avec les différentes méthodes pour un méme sérum.Tout doit
étre fait sur 'amélioration des performances analytiques, mais en chimie c’est la
quantité qui compte, alors qu’en autoimmunologie, c’est la spécificité qui prime.
Les différentes sessions de ce Colloque permettront, je I'espére, de trouver des
réponses a ces questions. Hll

Merci pour votre présence, votre fidélité et votre amitié

Professeur René-Louis Humbel
Président du GEAI
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Trente ans d'expérience en auto-immuniteé

Joélle Goetz

Laboratoire d'Immunologie, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Nouvel Hépital Civil, 67091 Strasbourg Cedex, France.

*Auteur correspondant: Joelle.Goetz@chru-strasbourg.fr (J. Goetz).

C’est grace au Pr Georges Hauptmann que j'ai débuté
en auto-immunité dans le cadre de mon mémoire de
dermatologie portant sur la recherche des anticorps
(Ac) anti-Ro/SS-A par immunodiffusion double selon
Ouchterlony. Passionnée par la discipline, sous son
impulsion et la bienveillance du Pr René-Louis Humbel,
nous avons ensuite introduit I'immunofluorescence indi-
recte (IFl), ’ELISA, l'immunodot et peu a peu sommes
devenus le seul laboratoire du CHU de Strasbourg a
rechercher les auto-Ac utiles au diagnostic, au suivi,
voire au pronostic des maladies auto-immunes (MAI).
De ces 30 ans d’expérience, voici ce qu’il ne faut pas
oublier pour la pratique quotidienne.

Les résultats de la détection des auto-Ac utiles en
pathologie humaine sont tributaires de la nature et de
la qualité des antigénes (Ag) et des techniques utilisées.
Limmunofluorescence sur coupes de tissus ou cultures
cellulaires a pour avantage de présenter I’Ag sous sa
forme native limitant la perte de spécificité liée a une
mauvaise conformation antigénique.

Pour I'identification fine des Ac, les Ag extraits de tissus
doivent étre préférés aux Ag recombinants obtenus a
partir d’eucaryotes méme s’ils peuvent étre dénaturés
lors de leur purification et avoir une taille ou struc-
ture différente de I’Ag natif susceptible de modifier leur
réactivité. L'utilisation d’Ag recombinants bactériens
et les peptides de synthése sont a éviter, les épitopes
conformationnels étant exprimés sur la molécule native.
Si 'automatisation des techniques de détection et
d’identification des auto-Ac a été une étape impor-
tante pour nos laboratoires, I'interprétation des résul-
tats n’est pas toujours facile.A sources antigéniques et
techniques multiples, les résultats peuvent étre discor-
dants. Aprés avoir éliminé un probléme pré-analytique
ou analytique pur, il faut contacter le clinicien, demander
le motif de la prescription et, de concert avec lui, trou-
ver l'origine de la discordance (résultats antérieurs, trai-
tements,...). Un prélévement de contréle peut s’avérer
utile pour trouver 'origine des discordances.

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.

A c6té des pieges techniques évoqués ci-dessus, il existe
des pieges diagnostiques. La présence d’auto-Ac n’est
pas synonyme de MAI. |l existe chez tout individu une
«auto-réactivité» physiologique. Des auto-Ac peuvent
étre présents avant les premiers signes cliniques de
MAI ou manquer au début et apparaitre par la suite. lls
peuvent étre induits par des médicaments, des agents
infectieux ou apparaitre avant ou au cours de cancers.
L'absence d’auto-Ac n’exclut pas le diagnostic de MAI,
les Ac peuvent manquer si le patient a une cryoglobu-
line ou un déficit immunitaire.

Enfin, la répétition de certains actes est inutile comme
celle des anticorps antinucléaires lors du suivi d’un
lupus systémique avec anti-ADNdb positifs, celle du
suivi d’anti-antigénes nucléaires solubles positifs (sauf
si 'aspect de I'lFl sur HEp-2 a changé) et d’anti-peptides
cycliques citrullinés en cas de test antérieur positif.

Garant de la qualité des résultats rendus, le biologiste
doit parfaitement connaitre les limites et les pieges
des tests utilisés. Le clinicien doit confier la recherche
des marqueurs a un laboratoire capable non seulement
de mettre en ceuvre I’ensemble des techniques
nécessaires a leur détection/identification mais aussi
de le guider si nécessaire dans le choix des investigations
complémentaires et I'interprétation des résultats tout en
sachant que dans une MAI aucun auto-Ac n’est constant
ni spécifique a 100%. Il

Liens d’intéréts: I'auteure déclare ne pas avoir de liens
d’intéréts.

Références

Goetz ], Nespola B. Le dialogue clinico-biologique en auto-immunité. Journal
de Biologie Médicale 2015;15:204-8.
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Autoanticorps utiles au diagnostic
et au pronostic des sclerodermies

Nicole Fabien?, Joélle Goetz?

I Service d’Immunologie, UF Autoimmunité, Centre Hospitalier Lyon-Sud, Hospices civils de Lyon, 69495 Pierre-Bénite Cedex, France.
1 Laboratoire d’'Immunologie, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Nouvel Hépital Civil, 67091 Strasbourg Cedex, France.

*Auteurs correspondants : nicole.fabien@chu-lyon.fr (N. Fabien).

D Introduction

Le diagnostic des sclérodermies systémiques (ScS),
maladies auto-immunes rares appartenant au groupe
des connectivites, repose sur un ensemble de signes
cliniques et de signes biologiques. Quatre-vingt-dix pour
cent des patients atteints de ScS ont des autoanticorps
(aAc) antinucléaires (ANA): trois spécificités ’ANA
(aAc anti-centromeres, aAc anti-Scl-70, aAc anti-ARN
polymérase Ill) en sont des critéres de classification
définis par 'ACR (American College of Rheumatology) et
'EULAR (European League Against Rheumatism). D’autres
ANA peuvent étre observés dans les ScS, en particulier
ceux dirigés contre des cibles nucléolaires (fibrillarine/
U3-RNP...) et ceux associés aux syndromes de che-
vauchement comme les scléromyosites (aAc anti-PM-
Scl, anti-Ku,...) ou la connectivite mixte (aAc anti-U -
RNP). Nous exclurons les aAc anti-centromeéres et les
aAc anti-Scl-70 bien connus et nous nous limiterons
aux aAcs plus rares mais utiles au diagnostic voire au
pronostic des ScS et des syndromes de chevauchement.
Les différentes spécificités ’ANA observées au cours
des ScS cutanées limitées ou diffuses ont permis d’éta-
blir une classification de ces maladies et d’identifier
des groupes d’individus avec des tableaux cliniques,
réponses aux traitements et pronostics différents.

Diagnostic clinique

Les ScS touchent en France 6000 a 9000 personnes
avec une nette prédominance féminine (3 a 8 femmes
pour un homme) avec un pic de fréquence entre 45 et
64 ans. Les manifestations cliniques sont en rapport
avec les deux types de lésions caractéristiques de la
maladie: la fibrose/sclérose cutanée et/ou viscérale et
la dystrophie des petits vaisseaux (microangiopathie).

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.
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Les sclérodermies systémiques

Le phénoméne de Raynaud est souvent le premier
signe de la maladie. Trouble vasomoteur des extrémités
déclenché le plus souvent par une exposition au froid
ou a une variation de température, il se manifeste par
un changement de couleur des extrémités qui passe du
rosé naturel au blanc, au bleu (parfois) puis au rouge
(retour de la circulation) avec ou sans fourmillements et
engourdissement et qui peut durer de quelques minutes
a plusieurs heures. Il est souvent associé a des cicatrices
pulpaires ou des ulcérations digitales.

L’atteinte cutanée est marquée par un épaississe-
ment de la peau qui ne peut plus étre plissée, parfois
précédé d’'une phase cedémateuse (gonflement des
doigts et des mains). La fibrose/sclérose du visage
entraine une disparition des rides du front, une dimi-
nution de I'ouverture de la bouche. Selon le degré d’ex-
tension de I'atteinte cutanée, mesurée par le score de
Rodnan, les ScS sont classées en 3 formes:la ScS cuta-
née diffuse (DcScS) si la sclérose monte au-dessus des
coudes et/ou des genoux, la ScS cutanée limitée (LcScS)
si la sclérose ne remonte pas au-dessus des coudes et/
ou des genoux et la ScS sans sclérose cutanée « sine
scleroderma» (forme rare secondaire a une exposition
chimique type pesticides ou autres).

L’atteinte viscérale peut concerner

» le poumon:une pneumopathie interstitielle des bases
est fréquente, elle peut évoluer vers une forme dif-
fuse parfois sévere. Pres de 10% des patients ayant
une ScS ont une hypertension artérielle pulmonaire
(HTAP) qui nécessite un dépistage annuel par écho-
graphie cardiaque trans-thoracique méme si le malade
est asymptomatique

» le rein:la crise rénale sclérodermique est une com-
plication rare mais grave de la maladie, survenant sur-
tout chez des patients ayant une forme diffuse et rapi-
dement progressive et sous corticothérapie a fortes
doses. Elle se traduit par une hypertension artérielle
séveére, une insuffisance rénale aigué et la présence

RevUE FRANCOPHONE DES LABORATOIRES * N° 504 Bis ¢ JuiLLET/AoUT 2018
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de schizocytes nécessitant une prise en charge en
urgence

» le coeur: une péricardite souvent asymptomatique et
de découverte fortuite est fréquente, la myocardio-
pathie est rare

» 'appareil digestif: 'atteinte la plus fréquente est le reflux
gastro-oesophagien lié a I'hypotonie du bas cesophage
qui peut étre parfois trés invalidant. Le risque de sur-
venue d’hémorragies digestives est augmenté chez les
patients ayant des aAc anti-ARN polymérase lll et des
ectasies vasculaires antrales (GAVE) [1-3].

Classification des sclérodermies
systéemiques

Les nouveaux critéres de classification des ScS établis en
2013 par ’ACR et 'EULAR figurent dans le tableau I.
Comparés aux critéres diagnostiques de Leroy et coll.
établis précédemment (1988-2001), ils apportent une
meilleure sensibilité et spécificité pour la classification
des malades. Les patients sont classés comme ayant une
ScS définie si le score total est égal ou supérieur a 9.

Diagnostic biologique

La sensibilité des ANA pour les ScS variede 7a 71 %
selon les études reflétant les différentes spécificités
antigéniques, les méthodes de détection utilisées, les
différents critéres cliniques des ScS et les différents
groupes ethniques.

La sensibilité des aAc anti-centroméres et/ou anti-
Scl70 n’atteignant pas 100 %, il est alors bien utile de
rechercher d’autres spécificités antigéniques telles que
les aAc anti-ARN polymérase lll (ARA ), anti-fibril-
larine et anti-PM-Scl, d’autant plus que leur présence
est mutuellement exclusive mise a part quelques cas
d’association rapportés dans la littérature et dans nos
expériences personnelles [4, 5].

Autoanticorps anti-ARN
polymeérase-III (ARA III)

Les aAc anti-ARN polymérases (ARA) ont pour cibles
les ARN polymérases qui sont, chez ’homme, au
nombre de trois (ARN polymérase |, II, et lll) et for-
mées de |12 a 17 sous-unités (dont des paralogues et
des spécifiques). Si les ARA | et Il ont peu d’intérét en
pathologie humaine, les ARA Il ont une valeur diagnos-
tique et pronostique incontestable dans les ScS dont ils
constituent un critére de classification. Le tableau 2
résume la localisation, le réle de leur cible dans la cellule
et leurs méthodes de détection.

Méthodes de détection

Les ARA Ill ont été mis en évidence en 1993 par Okano
par radioimmunoprécipitation [6].

Apres la découverte en 2002 d’un épitope immuno-
dominant appelé RPCI155 sur ’ARN polymérase lli
reconnu par tous les sérums de patients ayant une ScS
et des ARA, des techniques immuno-enzymatiques ont
été développées [7]. La prévalence et la valeur diagnos-

Tableau 1. Nouveaux critéres de classification des sclérodermies systémiques (ScS)

établis en 2013 par I'ACR et I'EULAR.

* Epaississement cutané des doigts des deux mains s’étendant 9
. au-dela des articulations métacarpophalangiennes (MCP)
Epaississement cutané * Doigts boudinés 2
(prendre en compte le score le plus élevé) * Atteinte des doigts ne dépassant pas les articulations MCP 4

(sclérodactylie)

Lésions pulpaires

* Ulceres pulpaires digitaux 2
(prendre en compte le score le plus élevé) 3

* Cicatrices déprimées pulpaires

Télangiectasies / 2
Anomalies capillaroscopiques / 2
Atteinte pulmonaire * Hypertension artérielle pulmonaire 2
(score max 2) * Pneumopathie infiltrative (fibrose pulmonaire) 2
Phénomeéne de Raynaud / 3
Autoanticorps (aAc) associés aux ScS * aAc anti-centromeres, anti-Scl-70, anti-ARN polymérase ll| 3
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Tableau 2. Localisation, role des cibles antigéniques et méthodes de détection

des autoanticorps anti-ARNpolymeérase III, fibrillarine et PM-Scl.

Localisation

* Nucléoplasmique

* Nucléolaire

* Nucléoplasmique
* Et composant granulaire

dans la cellule

pour les ARN de transfert et
petits ARN non codants

assemblage ribosomes.
* transport des pré-ARNm et des
pré-ARNr

cellulaire '
dunucléole
* 17 (5 spécifiques) * 34 kDa associée a 'U3-RNP * Complexede 11 a 16
* 155/138 kDa * Cibles des aAc: conformationnels protéines: 20 a 100 kDa.
Nature partie C-terminale (entre AA 257 2 | « Cibles majeures des
312) et partie N terminale (premiers | aAc:2 protéines: 100 et
156 AA) 75 kDa
* Synthése de '’ARNr 5S * Maturation des pré-ARNr, formation | * Maturation ribosomale
Réle * Transcription de génes codants sous-unités ribosomales et et/ou de transport des

ribosomes

I description aAc

* Okano et al. 1993 [6]

* Okano et al.1992 [30]

* Ge etal. 1994 [33]

Détection des aAc

* IFI HEp-2: Fluorescence:
(cf figure | A) non typique, voire
négative

¢ |dentification: ELISA, EliA,
immunodot

* IFI HEp-2: Fluorescence: (cf
figure |B) nucléolaire homogeéne
aspect « clumpy» chromosomes
condensés dans les cellules en
métaphase, nucléoplasme des cellules
interphasiques négatif

¢ |dentification: Immunodot,
Westernblot, EIiA

* IFI HEp-2:Fluorescence:
(cf figure | C) nucléolaire
homogéne
nucléoplasme moucheté

¢ |dentification: ELISA,
immunodot

tique et pronostique des ARA Il ont ainsi pu étre pré-
cisées. Dans une étude multicentrique du GEAI nous
avons évalué les performances de quatre kits de détec-
tion des ARA Il sur 78 sérums de patients positifs en
ARA lll. La source antigénique est constituée d’'un frag-
ment purifié recombinant de la sous-unité RPC155 pour
les 4 méthodes, pour 'EliA elle comporte un fragment
purifié recombinant supplémentaire de la sous-unité
RPCI| de 'ARN polymérase Ill. CELISA a la sensibilité
la plus élevée (96,8 %) mais la spécificité la plus faible
(44,7 %) notamment a des taux faibles, 'EliA a la spé-
cificité la plus élevée (87,9 %) mais la sensibilité la plus
faible (66,7 %), les performances de 'immunodot sont
intermédiaires. Limmunofluorescence indirecte (IFl) sur
cellules HEp-2 n’est pas performante pour le dépistage
des ARA Il (figurel A), certains sérums sont négatifs en

IFl alors que les titres sont fortement positifs en ARA Il

Signification clinique

La prévalence des ARA Il a été évaluée a || % dans le
monde mais avec de grandes disparités selon les pays
et les origines ethniques des patients. Les prévalences
les plus élevées ont été observées aux USA, au Brésil et
en Australie. En France, la prévalence des ARA Il varie
selon les techniques utilisées entre 6 et 8% [8].

Les ARA Il sont retrouvés principalement dans les
formes diffuses de ScS généralement marquées par une
atteinte cutanée sévére et rapidement progressive [9].
Les ARA 1l semblent aussi étre un facteur de risque
majeur de survenue de crise rénale sclérodermique,
avec une fréquence de crise rénale beaucoup plus éle-
vée [10-13]. 1 semble aussi que les ARA Ill soient asso-
ciés a plus d’atteintes cardiaques et moins de compli-
cations pulmonaires. Une augmentation de la fréquence
des GAVE (ectasies vasculaires antrales) a aussi été rap-
portée [14]. Des associations ARA lll et cancers ont été
décrites [10,15-18].

Dans une étude longitudinale au CHU de Strasbourg
rétrospective, descriptive et monocentrique comparant
des patients sclérodermiques positifs en ARA Il positifs
et d’autres positifs en aAc anti-Scl-70 [19], nous avons
retrouvé les associations décrites en ce qui concerne

» le score de Rodnan significativement plus élevé chez
les patients positifs en ARA Il [9,10].

» les données d’association avec les cancers avec une
fréquence plus élevée du nombre de cas de cancers
apparus apres le diagnostic de ScS observé dans le
groupe des patients positifs en ARA Il (20 %) comparé
a ceux positifs en Ac anti-centromeéres (0%) avec
un délai moyen d’apparition du cancer (|| mois) en
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accord avec les données de la littérature [16,20] Les : :
données d’association avec les cancers ont été aussi Figure 1. Aspect en immunofluorescence

confirmées dans une étude aux Hospices Civils de indireCte_sur cellules HEp-Z
Lyon avec 27 % des patients ayant une ScS (7/26) avec des aAC aT\tl'ARN pOIY":nerase I1I,
ARA |Il présentant un cancer vs 7% sans ARA Il anti-fibrillarine et anti-PM-Scl.

» D’autres associations décrites dans la littérature n’ont
pas été retrouvées comme la fréquence plus élevée de
crise rénale sclérodermique ou de GAVE peut-étre en
raison du nombre restreint de patients (44 avec des
aAc anti-Scl70 et 10 avec des ARA III).

Autoanticorps anti-fibrillarine/
U3-RNP

Lantigéne cible est la fibrillarine, protéine localisée dans
le composant fibrillaire dense du nucléole. Le tableau 2
résume la localisation, le réle de leur cible dans la cellule
et leurs méthodes de détection.

Méthodes de détection I A:Fluorescence de type anti-ARN polymérase Il non
Ces aAc sont bien dépistés en IFl de par leur aspect typique (différents aspects sont possibles) voire négative

L s . r . P un aspect possible: nucléolaire et nucléoplasme
nucléolaire typique (figure I B);ils sont identifiés en rou- moucheté

tine par des techniques de type immunodot ou de type
EliA utilisant des antigénes recombinants ou par une
technique d'immunotransfert/VWesternblot utilisant des
noyaux purifiés comme source antigénique. Il est cepen-
dant inutile de rechercher des aAc anti-fibrillarine par
ces techniques si I'aspect en IFl n’est pas compatible.

Signification clinique

Les aAc anti-fibrillarine/U3-RNP sont décrits avec une
prévalence entre 4 et 12% [21-28]. La qualité des tech-
niques de détection revét toute son importance dans
les prévalences rapportées dans la littérature; en effet
les prévalences trés faibles correspondent a lutilisa-

tion de certaines techniques de dot de performance IB: Fluorescence de type anti-fibrillarine
nucléolaire homogene aspect « clumpy », chromosomes

médiocre en terme de sensibilité (méta-analyse de . . o

) ) condensés dans les cellules en métaphase; nucléoplasme
22 cohortes représentant 10312 patients en cours de des cellules interphasiques négatif
publication).

Les aAc anti-fibrillarine sont plus fréquents chez les
afro-américains (24,5 %) en comparaison des popula-
tions hispaniques américaines (8,9 %) et caucasiennes
(4,8%) [22,25,27,29]. Ces aAcs sont décrits dans cer-
taines études comme étant plus fréquents chez des
sujets jeunes et de sexe masculin [22,23,25,30,31].
L'association avec des atteintes digestives du gréle, des
complications rénales et cardiaques a été également
rapportée [23,25,27,30].Associés le plus souvent a des

manifestations cutanées séveres, a des signes de myosite §
et a des arthralgies, ils sont considérés comme étant S
des marqueurs de mauvais pronostic sans toutefois tou- IC: Fluorescence de type anti-PM-Scl: é
cher la survie des patients. Les données d’association nucléolaire homogeéne et nucléoplasme moucheté £
avec certains signes cliniques peuvent étre différentes NS &
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en fonction des populations étudiées notamment pour
I’association avec le type de ScS diffuse ou limitée, les
manifestations pulmonaires de type HTAP ou pneu-
mopathie interstitielle diffuse (PID), les complications
cardiaques et la survie des patients [23,29,32].Trés spé-
cifiques des ScS, quelques rares cas de positifs ont été
rapportés dans d’autres maladies autoimmunes tels que
le lupus érythémateux systémique (LES), la polyarthrite
rhumatoide (PR), le syndrome de Sharp et le syndrome
de Gougerot-Sjogren.

Autoanticorps anti-PM-Scl

Ces aAc ont été nommeés ainsi car ils ont été décrits
chez des patients atteints d’un syndrome de chevauche-
ment polymyosite/sclérodermie. Le tableau 2 résume
la localisation, le réle de leur cible dans la cellule et
leurs méthodes de détection.

Méthodes de détection

La premiéere technique de détection utilisée était I'im-
munodiffusion d’Ouchterlony et 'immunotransfert
détectant onze bandes positives dont une bande intense
au niveau de la protéine de 100 kDa et d’autres bandes
entre 68 a 80 kDa et entre 20 a 39 kDa. Les techniques
actuelles utilisables en routine sont des techniques
ELISA et des techniques de dot utilisant des antigénes
recombinants de PM-Scl de 100 kDa (considéré comme
I’antigéne majeur) ou peptide PMI et/ou de 75 kDa
[33,34]. En IFI ces aAc donnent un aspect moucheté
associé a un aspect nucléolaire homogene (figure I C).

Signification clinique

Ces aAcs sont présents dans 3 a 13 % des patients
atteints de ScS. La plupart des patients sont porteurs
de I’haplotype HLA DR3-DQ?2 [35]. Les aAc anti-
PM-Scl sont également décrits dans le syndrome de
Gougerot-Sjogren et pourraient étre considérés
comme des marqueurs prédictifs d'une maladie sous-
jacente avec des manifestations sub-cliniques ou aty-
piques de maladies habituellement associées aux ScS
[36]. Ces aAc identifient un sous-groupe de patients
présentant fréquemment une ScS limitée ou un syn-
drome de chevauchement des deux maladies, une
myosite, un plus jeune age au diagnostic [35,37,38].
Ce sont des aAc détectés également chez des patients
atteints de dermatomyosites ou polymyosites sans
signe de sclérodermie avec une prévalence de 9 et 6%
respectivement [39]. Leur fréquence est élevée dans
les syndromes de Raynaud isolés, certaines PID ou
arthrites [38,40]. Le risque de développer une fibrose

pulmonaire en association a une myosite est plus élevé.

Les deux signes cliniques les plus fréquents et signi-

ficativement plus sensibles par rapport aux autres
aAc sont la calcinose et l'arthrite. Certains auteurs
décrivent une faible évolutivité de ces syndromes avec
une meilleure survie a 10 ans et aucune complication
viscérale sérieuse n’a été notée, conférant a ces aAc
un bon pronostic [35,38,39].

Comme pour tous les aAc un taux proche du seuil de
positivité doit étre interprété avec prudence. Il a été
démontré que des taux compris entre 20 et 50 UA/
mL pour un seuil 2 20 UA/mL pouvaient correspondre
a d’autres maladies autoimmunes voire non autoim-
munes (données personnelles). De méme il est difficile
d’interpréter les faibles positifs en dot voire sans image
en IFl compatible car cela peut correspondre a de faux
positifs analytiques comme ceci a déja été démontré
pour les aAc anti-SRP [41].

Lintérét de rechercher les aAc anti-PM-Scl-75 en asso-
ciation avec les aAc anti-PM-Scl-100 pour augmenter la
sensibilité dans les ScS reste a confirmer [4]. En effet
leur détection en dot peut correspondre a de faux posi-
tifs analytiques, notamment pour des dots faiblement
positifs et en cas d’IFl négative; une étude multicen-
trique est en cours pour valider cette hypothese.

Autres autoanticorps
Les aAc anti-Th/To

Les aAc anti-Th/To reconnaissent une protéine nucléo-
laire de 40 kDa de la ribonucléoprotéine-7-2/MRP-RNP
présente dans le composant granulaire de la région
fibrillaire du nucléole qui correspond a une endoribonu-
cléase [42]. Leur aspect en IFl sur cellules HEp-2 est de
type nucléolaire homogeéne. Les techniques d’identifica-
tion sont des techniques de dot réalisables en pratique
courante. lIs sont détectés chez 2 a 10% des patients
atteints de ScS plutot limitée [27,43]. La spécificité est
de 99 % par comparaison a d’autres connectivites. lls
sont présents surtout dans les formes moyennement
sévéres des sclérodermies, souvent associés a une
HTAP, une fibrose pulmonaire, une atteinte digestive
basse et des lésions cutanées plutot limitées [42,44-
47]. D’autres données précisent une association avec
des fibroses pulmonaires sévéres et des complications
rénales [43]. Leur intérét en tant que marqueur prédic-
tif d’'une évolution vers une ScS est avancé [43].

Les aAc anti-NOR

Les aAc anti-NOR sont dirigés contre une protéine
de 90 kDa localisée dans la région d’organisation du
nucléole ou NOR, région dans laquelle les antigénes
fibrillarine et ARN polymérase | sont également loca-
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Tableau 3. Caractéristiques des différentes études et résultats

obtenus pour les autoanticorps anti-Ku.

Patients 13 ScS +/- chevauchement 70 ScS 2140 ScS (Critéres ACR/
9 LES 305 LES EULAR > 98%)
12 connectivites non classées 109 Myopathies Al
Technique Contre-immunoélectrophoreése Chemiluminescence Immunodot
T - 2% parmi les anti-ENA positifs EICESS‘;?E’B{/Z Scs:1,1%
sur une période de 14 ans Myopathies Al 3,7% /
Associations ScS: + myosite et PID, le + souvent aAc | ScS: précoce et associée a un Si anti-Ku isolés
clinicobiolo- présents isolément syndrome de chevauchement - PID + fréquentes
giques LES:Autres aAc présents, Raynaud, - T activité CK
anomalies capillaires

Al:auto-immune, CK: créatine kinase, LES : lupus érythémateux systémique, PID: pneumopathie interstitielle diffuse.

lisés. Cette région correspond au site ou les nucléoles
se reforment apreés la mitose. L'antigene « NOR 90 »
se lie au promoteur du géne des ARN ribosomaux
et augmente l'activité transcriptionnelle de ’ARN
polymérase I. Par IFl sur cellules HEp-2, ces aAc sont
caractéristiques au niveau des cellules se divisant
en métaphase par un aspect moucheté au niveau du
nucléole et des petits dots distincts, aspect caracté-
ristique mais néanmoins proche de celui observé avec
les aAc anti-ARN polymérases |. Ces aAc peuvent étre
identifiés en routine par dot. lIs sont associés a des
PID mais a un pronostic favorable [26]. Cependant la
signification clinique de ces aAc est limitée du fait de
leur faible prévalence et de leur spécificité. En effet ils
sont également décrits chez des patients atteints de
LES, PR et carcinome hépatocellulaire [48].

Les aAc Anti-Ku

Les Ac anti-Ku font partie des ANA rares. Située
dans le nucléoplasme et, pour certains, aussi dans
le nucléole, leur cible est un hétérodimére de 70 et
80 kDa qui constitue la sous-unité régulatrice de la
protéine kinase dépendante de ’ADN et qui se lie a
I’ADN pour le réparer.

Les Ac anti-Ku donnent un aspect finement moucheté
en IFl sur cellules HEp-2. Dans les années 2000, les
techniques d’immunodiffusion, contre-immunoélec-
trophorése et radio-immunoprécipitation ont été
abandonnées au profit des immunodots, ELISA et che-
miluminescence avec des antigénes le plus souvent
recombinants pour leur détection.

Initialement décrits dans des syndromes de chevau-
chement sclérodermie-polymyosites, le LES et les ScS,
de nouvelles associations clinicobiologiques ont été

relevées ces derniéres années non seulement grice
aux progreés technologiques mais aussi grace aux
études portant sur de grandes cohortes internatio-
nales de patients. Le tableau 3 résume les caractéris-
tiques des différentes études et les résultats obtenus
[49-51].

Des aAc anti-Ku ont été décrits avec une faible pré-
valence dans d’autres maladies systémiques (PR, syn-
drome de Gougerot-Sjégren primaire ou secondaire,
syndrome des anti-phospholipides, connectivite non
classée) et des sérums de routine de laboratoires spé-
cialisés en auto-immunité, le plus souvent a des titres
faibles [49-51].

Dans une étude interférentielle et multidimensionnelle
réalisée au CHU de Strasbourg nous avons étudié la
signification des Ac anti-Ku mis en évidence par immu-
nodot au laboratoire sur une période de 10 ans. Les
24 patients porteurs de ces aAc ont pu étre classés
en deux phénotypes: ceux souffrant de scléromyosite
(myosite, signes de sclérodermie et PID) fréquem-
ment traités par de fortes doses de corticoides sans
autres aAc associés et ceux ayant un lupus systémique
(atteintes cutanéo-muqueuse, rénale, cytopénie) avec
des Ac anti-ADN double brin (ADNdb). L'absence ou
la présence d’aAc anti-ADNdb permet de différencier
les patients a risque d’atteinte musculaire et pulmo-
naire (aAc anti-ADNdb négatifs) et les patients a risque
d’atteinte rénale (aAc anti-ADN db positifs) [52].

Les aAcs anti-Ul1 RNP

Les aAcs anti-Ul RNP sont décrits dans les ScS cuta-
nées limitées et souvent associés a des arthrites, myo-
sites et HTAP.

Revue FRaNCOPHONE DEs LABORATOIRES * N° 504 Bis ¢ JuiLLET/Ao0T 2018

11



10¢ Colloque Geai 2018

Autres autoanticorps non
recherchés en pratique courante

Parmi de nombreux autres aAcs détectésnous en
citerons uniquement trois, sachant qu’ils ne sont pas
recherchés en pratique courante en raison de leur
faible spécificité ou des méthodes de détection non
réalisables ou non validées en routine.

Les aAc anti-nucléophosmine/B23

Les aAc anti-nucléophosmine/B23 sont dirigés contre
une phosphoprotéine associée a ’ARN de 37 kDa, loca-
lisée dans le composant granulaire du nucléole; cette
protéine est impliquée dans les stades tardifs de I'as-
semblage des ribosomes et peut-étre impliquée dans
le transport des ribosomes du nucléole au cytoplasme.
Ces aAc, identifiés grace a une technique d’immuno-
transfert utilisant une protéine recombinante puis grace
a une technique ELISA, ont été décrits dans || % des
sclérodermies. Leur aspect en IFl sur cellules HEp-2 est
de type nucléolaire homogene. Leur prévalence serait
plus élevée dans 'HTAP [53].

Les aAc anti-U11/U12-RNP

Les aAc anti-Ul 1/U12-RNP présents chez 3% des
patients atteints de Sc§, seraient des marqueurs de
fibrose pulmonaire [54].
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D Introduction

Figure 1: Représentation schématique

Les dermatoses bulleuses auto- des bulles intra-épidermiques et sous-épidermiques.

immunes sont représentées par
deux grands groupes: (i) les pem-
phigus caractérisés par des anti-
corps (Ac) dirigés contre la subs-
tance intercellulaire (SIC) et (ii) les
pemphigoides dont les Ac sont diri-
gés contre la jonction dermo-épi-
dermique (JDE) appelés anti-mem-
brane basale (MB) cutanée. Ces Ac

contre les divers constituants pro-

téiques assurant la cohésion entre

les kératinocytes ou entre I’épi-

derme et le derme provoquent la

formation de bulles intra-épider- Les bulles intra-épidermiques (A) constituent le groupe des pemphigus

miques (anti-SIC) ou sous-épider- et les bulles sous-épidermiques (B) correspondent aux pemphigoides. j

miques (anti-MB) (figure 1).

Autoantigénes de la peau desmoplakines | et Il, couple périplakine-envoplakine.
La plaque desmosomale est en contact étroit avec les

Les desmosomes filaments intermédiaires de kératine du cytosquelette.

La desmogléine 3 est abondamment exprimée dans
la muqueuse orale et la couche suprabasale de I'épi-
derme. A linverse, la desmogléine | est principalement
exprimée dans I’épiderme superficiel, moins dans la
muqueuse orale.

Les desmosomes (figure 2) sont les jonctions adhé-
sives permettant la cohésion des kératinocytes entre
eux dans I'épiderme [I-2]. lls sont également retrou-
vés dans la plupart des tissus de I'organisme (vessie,
épithélium intestinal ou pulmonaire, myocarde...).
Ils sont constitués de protéines transmembranaires . . .. .
appartenant a la famille des cadhérines, les desmo- La jonction dermo-epldermlque
collines et les desmogléines (DSG), dont il existe res-
pectivement 3 et 4 isoformes chez ’homme. La partie
extracellulaire des desmocollines et des desmogléines,
qui s’assemblent de fagon homo ou hétérotypique,
permet I'adhérence intercellulaire, alors que leur par-
tie intracellulaire s’associe aux autres protéines de
la plaque desmosomale: plakoglobine, plakophilines,

Elle permet I'adhérence du derme a I’épiderme [3]
(figure 2). Elle se compose de plusieurs zones dis-
tinctes: les hémidesmosomes, structure d’attache des
kératinocytes basaux a la membrane basale, elle-méme
constituée de deux couches, la lamina lucida, claire en
microscopie électronique, la lamina densa, dense aux
électrons, et enfin les fibrilles d’ancrage. La protéine
BP230 ou BPAGI, et la plectine sont les composants
© 2018 — Elsevier Masson SAS majeurs de la plaque hémidesmosomale, intracellu-
Tous droits réservés. laire. La BP180, ou BPAG2 ou collagéne XVII, est une
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protéine transmembranaire, avec une extrémité
N-terminale intracellulaire et une extrémité C-terminale
qui se prolonge dans la lamina lucida. Elle est composée
d’une alternance de domaines collagéniques et non col-
lagéniques. Le domaine NCI6A, immédiatement juxta-
membranaire, est la cible majeure des anticorps anti-
BP180 dans la pemphigoide bulleuse (PB). Les autres
protéines majeures de la membrane basale sont I'inté-
grine 634, dans la lamina lucida, et la laminine 5 (ou
laminine 3332 ou laminine 332), dans la lamina densa.
Toutes ces protéines interagissent entre elles. Enfin, le
collagéne VI, constituant majeur des fibrilles d’ancrage,
permet la cohésion entre le derme et la membrane
basale.

Figure 2. Représentation

schématique des desmosomes
et hémidesmosomes.

J

© EUROIMMUN

Formes cliniques
des dermatoses bulleuses
auto-immunes

Il existe différentes formes cliniques des dermatoses bul-
leuses auto-immunes (DBAI) (tableau I).

DBAI de la jonction
dermo-épidermique

Pemphigoide bulleuse

La Pemphigoide bulleuse (PB) est la plus fréquente des
DBAI et touche surtout des sujets dgés, en moyenne
70 ans, sans prédominance de sexe [4,5]. Les lésions bul-
leuses sont précédées par un prurit, des lésions eczéma-
tiformes ou urticariennes. Les bulles apparaissent sur un
érythéme. Elles sont tendues et contiennent une sérosité
claire. Elles surviennent sans traumatisme préalable. Létat
général est bon. Il n’y a pas de lésion des muqueuses.

Les antigénes-cibles de la PB sont les protéines BP180
(BPAG?2) ou BP230 (BPAGI) localisées dans la lamina
lucida. Les facteurs déclenchants ne sont pas connus
mais il est démontré que la réaction auto-immune est
a la fois cellulaire et humorale. Elle commence par la
synthése d’autoanticorps anti-BP 180, essentiellement
dirigés contre le domaine NCI6A, suivie de la syn-
these secondaire d’autoanticorps anti-BP230 une fois
I'antigéne exposé au systéme immunitaire par Iésion de
I’lhémidesmosome (dérive épitopique ou epitope sprea-
ding).Alors que le role pathogene des Ac anti-BP230
est mal connu, celui des Ac anti-BP180 est démontré
par un modéle animal. La formation des bulles résulte
d’un mécanisme inflammatoire avec une cascade d’évé-
nements:activation du complément, dégranulation des
mastocytes, recrutement de polynucléaires neutrophiles
et éosinophiles a l'origine des dommages cellulaires par
relargage de protéinases.

Une forme rare de PB, appelée pemphigoide p200, est
liée a une auto-réactivité contre la laminine yI, autre
constituant de la membrane basale [6,7].

La pemphigoide de la grossesse

ou herpes gestationis

Il s’agit d’'une forme particuliere de pemphigoide bul-
leuse qui survient pendant la grossesse ou le post-
partum. Le risque foetal est a priori limité, sans risque
d’avortement, ni de mortalité périnatale. L'antigéne cible
est BP180 (BPGA2) [8].

La pemphigoide cicatricielle
La pemphigoide cicatricielle (PC) survient préférentiel-
lement chez le sujet 4gé (dge moyen entre 60 et 70 ans),
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Tableau 1. Principales caractéristiques des dermatoses bulleuses auto-immunes.

superficielles et
bulles flacides
* Parfois bulles de
type pemphigoide
* Lésions de
type érytheme
polymorphe et/ou
lichen

la membrane des
kératinocytes

* Dépéts linéaires le
long de la JDE

30%

Pemphigoide Grandes bulles Bouche (10-20%) Dépot linéaire d’lgG Positive au * BPAGI (BP230)
bulleuse tendues sur peau +/- C3 au niveau de niveau de la * BPAG2 (BP180)
saine ou sur la JDE dans 90-95 % JDE sur versant
érythéme, dans les des cas épidermique
zones de flexion
Pemphigoide Papules et érytheme | Pas de lésion Dépét linéaire de Négatif BPAG2 (BP180)
gestationnelle Vésico-bulles C3 surtout et plus
périombilicales sur rarement d’lgG au
fond inflammatoire niveau de la JDE
Pemphigoide Erosions peu * Bouche (85 %) Dépot linéaire d’'lgG, Positive * BPAG2 (BP180)
cicatricielle nombreuses de la * Conjonctive (60 %) | C3 et IgA au niveau de | au niveau * BPAGI (BP230)
téte et du thorax, * ORL (15 %) la JDE dans 50-60 % de la JDE * laminine 5
inconstantes * Muqueuses des cas dans 20-80 % * sous-unité (34
génitales (15 %) des cas de lintégrine
DBAI * collagene VIl
de la JDE
Epidermolyse Bulles mécaniques Possible (<10 %) Linéaire d’lgG, de C3 | Positive au niveau | Collagéne VII
bulleuse acquise | parfois sur fond (rarement IgA) au du plancher de
inflammatoire niveau de la JDE la bulle sur peau
clivée dans 25-
30 % des cas
Dermatose Bulles de taille * Bouche (25 %) Linéaires d’IgA Avec anti-IgA Fragment
a IgA linéaire variable en * Muqueuse génitale | (rarement de C3) dans | (rares) protéolytique de
regroupement (15 %) 60 % des cas (JDE) 97/120 kD de la
herpétiforme * Conjonctive (10 %) protéine BPAG2
Dermatite Eruption papulo- Bouche (20 %) Sommet des papilles Négatif Transglutaminase
herpétiforme vésiculeuse des dermiques, granuleux épidermique
faces d’extension dans 65 % des cas
en groupement
herpétiforme
Pemphigus Bulles flacides des * Bouche (80 %) Dépots en «résille» IgG anti-SIC 80- | - DSG3
profond ou zones de pression * Muqueuses (IgG, C3,1gA) sur 90 % * DSGI dans 50%
vulgaire du tronc génitales la membrane des des cas
 Conjonctive kératinocytes de tout
* (Esophage, rectum | I'épiderme
Pemphigus * Lésions crolteuses | Pas de lésion Dépots en «résille» IgG anti-SIC 80- | DSGI
superficiels parfois érosives du (IgG, C3, IgA) sur 90 %
visage la membrane des
* Bulles suivies d’'une kératinocytes surtout
érythrodermie dans les couches
desquamative superficielles
Pemphigus
Pemphigus * Lésions * Bouche * Dépéts en «résille» | Anti-SIC dans * DSG 3 le plus
paranéoplasique | polymorphes * Conjonctive plus épais et 60-70 % souvent
avec érosions » (Esophage discontinus sur Anti-]DE dans *DSG |

* DSPI et DSP2
* Envoplakine

* Périplakine

* Plectine

* BPAGI

Abréviations:

GIC : substance inter-cellulaire.

IFD : immunofluorescence directe; IFI: immunofluorescence indirecte; DSG: desmogléine; DSP : desmoplakine; JDE: jonction dermo-épidermique;

J
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avec une certaine prédominance féminine. Elle est
caractérisée cliniquement par son atteinte élective
des muqueuses et son évolution synéchiante. L'at-
teinte cutanée est inconstante. La forme la plus fré-
quente touche les muqueuses, notamment buccales
et oculaires. Le polymorphisme clinique de la PC est
corrélé a une importante hétérogénéité immunopa-
thologique. L'antigéne BP180 est la principale cible des
autoanticorps synthétisés par les malades atteints de
PC [9-12]. Cependant d’autres antigénes cibles ont
été identifiés ces derniéres années comme l'antigene
BP230, la sous-unité B des laminines 5 et 6 chez 20 %
des patients, la sous-unité 34 de I'intégrine et le col-
lagene VII [13-14].

Epidermolyse bulleuse acquise
L'épidermolyse bulleuse acquise (EBA) est une der-
matose bulleuse rare de la JDE, mais le clivage est
plus profond que celui de la PB. Les autoanticorps
sont dirigés contre le domaine NCI du collagéene
VII [15]. Elle s’associe parfois a des maladies inflam-
matoires de l'intestin [16]. Cliniquement, les bulles
surviennent chez I’adulte d’age moyen, dans des
zones exposées aux traumatismes (pieds, mains,
fesses) et dans les muqueuses. Elle peut se présen-
ter soit sous une forme chronique, marquée par une
fragilité cutanée prédominant sur les zones de frot-
tement, des cicatrices atrophiques et des grains de
milium, soit sous une forme plus aigué et inflamma-
toire, mimant alors une pemphigoide bulleuse ou une
pemphigoide cicatricielle.

Dermatose a IgA linéaire

La dermatose a IgA linéaire (DIgAL) est une DBAI de
la jonction dermo-épidermique caractérisée par des
dépbts linéaires d’autoanticorps IgA isolés ou prédo-
minants a la jonction dermo-épidermique. Elle touche
’adulte ou I'enfant, chez qui elle représente la DBAI
la plus fréquente [17]. Elle peut étre induite par des
médicaments,au premier rang desquels la vancomycine,
et s’associe dans certains cas a une maladie inflamma-
toire de lintestin [17]. Cliniquement, elle se caractérise
typiquement par des vésicules ou des bulles disposées
en rosettes sur peau saine ou en placards érythéma-
teux. Chez I'adulte, I'éruption est souvent moins typique
que chez I'enfant et s’accompagne plus souvent d’une
atteinte muqueuse.

Le diagnostic est confirmé par la mise en évidence de
dépots linéaires d’IgA le long de la membrane basale en
immunofluorescence directe. La recherche d’anticorps
circulants est inconstamment positive. Les IgA sont diri-
gés contre un fragment protéolytique de 97/120 kDa

de la protéine BPAG2 (BP180), appelé LABD (linear
IgA bullous dermatosis) Antigen | ou LADI (linear IgA
disease) ou ladinine [17].

Dermatite herpétiforme

La dermatite herpétiforme (DH) est une affection auto-
immune avec dépéts d’IgA [18]. Son nom est db a sa
présentation clinique sous forme de petites vésicules
groupées, pseudo-herpétiques, tres prurigineuses. Leur
répartition est souvent bilatérale et symétrique, les sites
préférentiels sont les membres, les fesses et le tronc.
Les patients sont de jeunes adultes, voire des enfants.
Chez 15 a 25% des patients, la DH est associée a une
maladie cceliaque. La symptomatologie cutanée et diges-
tive est améliorée par le régime sans gluten.

Maladies bulleuses intra-
épidermiques: les pemphigus

Les pemphigus forment un groupe de maladies bul-
leuses cutanées et muqueuses. Tous les pemphigus
sont dus a la production d’anticorps spécifiques dirigés
contre les desmosomes. Il existe 4 formes: pemphi-
gus vulgaire, foliacé, paranéoplasique, induit. Les pem-
phigus vulgaire et foliacé sont les plus fréquents. Les
modéles animaux et les études physiopathologiques ont
montré que les anticorps anti-DSG, majoritairement
IgG4 et IgG1, résultant d’une auto-réactivité lymphocy-
taireT et B, sont directement pathogénes et entrainent
la perte d’adhérence entre cadhérines desmosomales
par encombrement stérique et activation du complé-
ment suite a leur fixation sur leur antigéne cible. lls
favorisent également la synthese par les kératinocytes
d’activateurs de protéases [19,20].

Pemphigus profond ou vulgaire

Le pemphigus vulgaire (PV) [21] est une affectation rare
qui touche surtout I'adulte de 40 ou 50 ans sans pré-
dominance de sexe. La zone de clivage est profonde
située au-dessus de la couche basale de I’épiderme.
Les lésions des muqueuses sont quasi-constantes et
souvent inaugurales, notamment les érosions buccales
(érosions douloureuses, trainantes, pouvant géner l'ali-
mentation) plus fréquentes que les atteintes génitales et
oculaires. Il existe une fragilité cutanée, les décollements
sont provoqués par le simple frottement (signe de
Nicholsky). Les bulles flasques a contenu clair, siégeant
en peau non érythémateuse aboutissent rapidement
a des ulcérations. Elles sont habituellement peu ou
pas prurigineuses. Les antigéne-cibles sont les desmo-
gléines | (DSG-1) et 3 (DSG-3) présentes dans la peau
et les muqueuses. La DSG-3 est plus représentée que
la DSG-1 dans les muqueuses [19,22].
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Les pemphigus superficiels

Cette entité regroupe le pemphigus érythémateux, le
pemphigus foliacé et le pemphigus endémique (Tunisie,
Brésil) qui sont des affections touchant surtout I'adulte
jeune [21]. Le clivage est superficiel, situé sous la couche
cornée, dans la granuleuse. Les bulles trés fugaces sont
remplacées par des lésions squamo-cro(iteuses sur les
zones séborrhéiques pour le pemphigus séborrhéique
et de localisation plus diffuse dans le pemphigus foliacé
sporadique ou endémique. Il n’y a habituellement pas
de lésion muqueuse: I'antigéne cible est la DSG-1 qui
est présente dans la partie superficielle de I'épiderme
et peu présente dans les muqueuses [22].

Pemphigus paranéoplasique

Le pemphigus paranéoplasique (PPN) est associé a une
pathologie maligne, le plus souvent un lymphome ou
une autre hémopathie qu’il peut révéler. Les lésions
cliniques et histologiques sont trés polymorphes. Des
érosions muqueuses peuvent étre inaugurales. Les
Iésions cutanées sont des bulles ou des papules dont
I'aspect histologique peut étre lichénoide ou ressem-
bler a un érythéme polymorphe. Les antigénes-cibles
appartiennent au groupe des plakines: les desmopla-
kines | et Il (250 et 210 kDa), la BP230, la plectine, et
surtout le couple envoplakine (210 kDa) et périplakine
(190 kDa) [23,24].

Pemphigus induit

La présentation anatomoclinique de ces pemphigus est
variable. Elle peut étre de type vulgaire ou foliacé. Les
antigénes-cibles sont les DSG-I et/ou DSG-3. De nom-
breux médicaments peuvent étre incriminés [25]. Entre
autres médicaments, citons les agents thiolés comme la
D-pénicillamine qui est une cause de pemphigus chez
7% des patients traités. lIs pourraient agir en inhibant
des enzymes indispensables a la synthése des molécules
d’adhérence des kératinocytes.

Méthodes de détection
des autoanticorps associés
aux DBAI

Immunofluorescence directe

Limmunofluorescence directe (IFD) permet de mon-
trer le dépot des anticorps «in situ». Les biopsies
de peau ou de muqueuse pour IFD sont réalisées
en zone péri-bulleuse puis adressées au laboratoire
d’anatomie pathologique congelées ou conservées
dans du milieu de Michel. Les coupes sont analysées
avec un conjugué polyspécifique (anti-IgG-A-M), un

anti-IgG, un anti-IgA, un anti-IgM et un anti-C3. Deux
principaux aspects de fluorescence sont observés:
soit un marquage intercellulaire, en nid d’abeille, de
I’épithélium, qui est constant dans les pemphigus, soit
un marquage linéaire de la membrane basale, carac-
téristique des dermatoses bulleuses de la jonction
dermo-épidermique. Dans la PB, les dépéts d’immu-
noglobulines sont des IgG, en général associées a du
C3. La présence d’'un double marquage, en résille et
a la jonction, doit faire évoquer un PPN.

Dans certains cas, quand la biopsie est effectuée sur
des lésions trop précoces, trop anciennes, surinfectées
ou grattées, elle peut étre négative ou difficilement
interprétable.

Immunofluorescence indirecte

Limmunofluorescence indirecte (IFl) est la méthode
de choix pour le dépistage des autoanticorps sériques
associés aux DBAI. Différents substrats, qui com-
portent tous un épithélium malpighien, peuvent
étre utilisés: cesophage de singe ou de rat, ou peau
humaine. Les sensibilités et spécificités de ces diffé-
rents substrats sont variables selon les activités anti-
corps recherchées.

Des coupes d’cesophage de rat ou de singe sont utili-
sées en premiére intention, 'cesophage de singe étant
plus sensible pour la détection des anti-DSG3, donc
pour le PV. Les Ac anti-desmosomes ou anti-substance
intercellulaire (Ac anti-SIC) donnent un marquage en
nid d’abeille limité a I'épithélium (figure 3). Les Ac
anti-jonction dermo-épidermique ou anti-membrane
basale d’épithélium malpighien donnent un marquage
linéaire de la membrane basale (figure 4A).

Ces Ac sont recherchés en dépistage dans les sérums
dilués au 1/10, en utilisant de préférence des anticorps
anti-immunoglobulines humaines polyvalentes (anti-IgG,
IgA et IgM) fluorescents (conjugué) ou en paralléle des
anti-IgG et des anti-IgA. En effet, si I'isotype de ces Ac
est en général des IgG, des IgA peuvent prédominer
dans la dermatose a IgA linéaire. Les sérums positifs
sont titrés (le titre correspondant a la derniére dilution
donnant encore une fluorescence).

Des alloanticorps peuvent étre a la source de faux posi-
tifs dans la recherche d’Ac anti-SIC sur le substrat ceso-
phage de singe. L'épithélium malpighien de singe exprime
des antigénes de groupe sanguin A et B: les sérums de
patients qui contiennent des titres élevés d’Ac anti-A et/
ou anti-B peuvent donner un marquage en nid d’abeille
de I’épithélium, comparable a celui donné par les Ac du
pemphigus. Il est donc recommandé de contréler les
sérums positifs sur épithélium de singe aprés adsorp-
tion sur des substances de groupe sanguin.
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Les coupes de peau humaine peuvent
étre utilisées comme substrat pour
confirmer les données obtenues sur
substrat cesophage de rat ou de singe.
Les coupes de peau clivée (traitée au
préalable par du NaCl | M), sont le subs-
trat le plus sensible pour les anticorps
de la PB, et permettent d’analyser le
marquage de la jonction dermo-épi-
dermique [26]. En effet, ce traitement
dissocie la membrane basale entre la
lamina densa et la lamina lucida et per-
met de préciser si les auto-Ac se fixent
sur le versant dermique (évoquant alors
une EBA, un lupus bulleux ou une PC a
laminine 5) (figure 5) et/ou sur le ver-
sant épidermique (évocateur mais non
spécifique d’une PB) (figures 4B et 5).
LIFl sur vessie de rat ou de singe, quant a
elle, peut étre réalisée de fagon complé-
mentaire pour mettre en évidence la pré-
sence additionnelle des anticorps anti-
plakines (mieux exprimées au niveau de
I’épithélium transitionnel sur ces coupes
spécifiques par rapport aux coupes clas-
siques d’cesophage) dans le PPN [27].

Les techniques
de caractérisation
des cibles

Les techniques de type ELISA
(enzyme-linked immunosorbent

assay)

Elles permettent d’identifier les cibles
antigéniques. Des trousses commerciales
permettent de quantifier les IgG dirigés
contre la DSGI (anti-DSGI), contre la
DSG3 (anti-DSG3) et utilisent des pro-
téines recombinantes produites dans un
systeme de production par baculovirus
et dont la conformation des épitopes
est maintenue par la présence de cal-
cium. Pour lidentification des anti-BP 180,
le fragment NCI6A recombinant de
la BP180 est utilisé dans les kits ELISA.
Pour I'identification des anti-BP230, I'an-
tigene utilisé est une protéine recom-
binante comprenant ses parties N- et
C-terminales.

Autres techniques
Certaines utilisent des cellules euca-
ryotes transfectées exprimant des pro-

Actualités sur les autoanticorps

Figure 3. Marquage interkératinocytaire

en résille dans un pemphigus.

IFl sur cesophage de rat (A) et de singe (B).

Figure 4. Marquage au niveau de la JDE dans une PB.

IFI sur cesophage de rat (A) ou sur peau clivée donnant un marquage sur le versant

épidermique (B).

Figure 5. IFI sur peau clivée.

L'IFl sur peau clivée permet de distinguer les Ac anti-JDE se fixant sur le versant épidermique

(PB) des Ac se fixant sur le versant dermique (EBA)

J
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téines entiéres ou certains domaines. Les anticorps
sériques sont alors détectés par une technique d’IFl
sur ces cellules.

Limmunoblot ou immunotransfert permet théorique-
ment la recherche de tous les anticorps impliqués dans
les maladies bulleuses, qu’il soit réalisé a partir d’ex-
traits totaux de peau humaine, de cellules en culture
ou de membrane placentaire (qui contient tous les
antigénes du derme et de I'épiderme) [28]. Sa sensibi-
lité peut varier en fonction de I'antigéne cible recher-
ché, celui-ci pouvant étre plus ou moins représenté
dans I'extrait utilisé. L'immunoblot peut également
étre réalisé sur protéine recombinante, ce qui permet
d’améliorer sa sensibilité. Lorientation de la demande
par le clinicien est primordiale pour permettre I'utili-
sation des bons marqueurs. En pratique, cette analyse
n’est réalisée que dans certains laboratoires spécia-
lisés (techniques «maison») car elle est délicate et
colteuse. Elle ne doit étre demandée qu’en deuxiéme
intention, pour la recherche d’anticorps rares pour
lesquels I'identification par ELISA n’est pas possible
ou non contributive, d’un isotype particulier (IgA par
exemple) ou pour étayer des résultats atypiques par
les autres méthodes.

Interprétation biologique

Anticorps anti-membrane basale

Dans la PB, I'lFI est positive dans 90% des cas, et, dans
les cas difficiles, la réalisation d’une recherche complé-
mentaire en peau clivée représente une aide substan-
tielle en montrant un marquage du toit de la bulle. Elle
permet ainsi d’écarter par exemple une EBA et une PC
a laminine 5 [26]. Au diagnostic de la maladie, ’ELISA
BP180-NCI16A est positif dans plus de 90% des cas et
bien corrélé avec I'lFl alors que I'ELISA BP230 n’est
positif que dans 60 % des cas environ. L'addition des
deux tests ELISA n’augmente que faiblement la sensi-
bilité de ELISA BP180 [29,30]. De plus, au cours du
traitement, I'lFl semble étre un meilleur facteur pronos-
tique de rechute que le taux des anticorps anti-BP180
et anti-BP230 en ELISA apreés I'arrét du traitement [31].
LELISA anti-BP180-NCI16A présente un intérét dans
la pemphigoide de la grossesse car I'lFl standard est en
général négative [8].

Malgré une excellente spécificité pour ces deux tests [9],
PELISA BP180-NC16A ne permet pas un diagnostic for-
mel, pouvant aussi étre positif dans la PC, méme si I'épi-
tope dominant est, dans la PC, plutét situé dans la région
C-terminale de la protéine [10-12]. CELISA BP230 peut
lui aussi étre positif dans la PC [13]. Enfin, 'ELISA BP180-
NCI6A est positif dans le lichen plan pemphigoide [32].

Devant une PB présentant des atypies (sujet de moins
de 70 ans, lésions prédominant sur la téte et le cou,
cicatrices atrophiques, Iésions muqueuses), et/ou une
évolution peu favorable sous corticothérapie, un immu-
noblot ou une recherche sur cellules transfectées (col-
lagéne VII) peuvent étre justifiés pour rechercher les
anticorps plus rares (épitopes autres que NCI16A sur
la BP180, laminines, intégrines, collagéne VII).

Chez les patients 4gés indemnes de toute dermatose
bulleuse, la prévalence des anticorps anti-BP180 ou
BP230 par test ELISA est d’environ 7 %, alors que I'IFI
est négative. Cependant, la présence isolée de ces anti-
corps incite a une surveillance clinique et a la réalisa-
tion d’une deuxiéme IFD en cas d’apparition de pla-
cards érythémateux et, a fortiori, de bulles [33,34]. La
signification physiopathologique de ces anticorps isolés
n’est pas connue mais pourrait étre liée a la présence
d’isoformes de BP180 et BP230 dans le systéeme ner-
veux central, a 'origine d’une réaction immunologique
croisée [35].

Un marquage au plancher en IF directe ou indirecte sur
peau clivée par NaCl molaire est présent dans 40 % des
cas des EBA. Cependant, ce marquage peut également se
rencontrer dans les DBAI en rapport avec des anticorps
dirigés contre les chaines a3, 33 ou y2 de la laminine 5
(ou laminine 332) ou la laminine | (antigéne p200)
(figure 5).

La caractérisation des Ac anti-collagene VII peut étre
réalisée soit par un ELISA NCI/NC2 C7, utilisant des
protéines recombinantes correspondant aux fragments
NCI et NC2 du collagéne 7 soit par IFl sur une BIO-
CHIP col 7, contenant des cellules transfectées expri-
mant la portion NCI du collagéne VII. Ces tests per-
mettent de détecter environ 90% des sérums positifs
en IFl sur peau clivée mais uniquement 30% des sérums
d’EBA tout venant. Etant donné la faible sensibilité des
examens sérologiques, I'absence d’anticorps anti-colla-
géne 7 n’élimine pas un diagnostic d’EBA. Inversement,
la présence d’anticorps dirigés contre d’autres anti-
geénes de la membrane basale (BP230, BP 180, laminine5)
est possible dans d’authentiques EBA (phénomeéne de
dérive épitopique).

Anticorps anti-desmosomes

La positivité de I'lFD est le seul examen indispensable
au diagnostic au cours du pemphigus. Cependant, les
tests ELISA DSGI et DSG3 réalisés simultanément per-
mettent de faire la distinction immunologique entre PV
et PS [36]. Les Ac anti-SIC sont retrouvés positifs en IFl
dans 80% des cas et en ELISA dans 90% des cas. Leur
taux en IFl est paralléle a I'évolution de la maladie et
leur surveillance en cours de traitement est donc utile,
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notamment pour dépister une rechute en phase mini-
male de traitement ou apres I'arrét de celui-ci [21]. En
revanche, le suivi des titres des anticorps anti-DSG| ou
DSG3 en test ELISA semble moins corrélé a I'évolution
clinique [37].

La mise en évidence d’anticorps circulants anti-DSG
sans pemphigus a une valeur incertaine et n’a été mon-
trée, avec une signification physiopathologique mal
connue, que chez des membres de la famille de patients
ou dans les zones endémiques de Tunisie [38-39].

En cas de suspicion de PPN (contexte, présentation
clinique, histopathologique avec double fixation en IFD
en résille dans I'épiderme et sur la membrane dermo-
épidermique), la réalisation d’une IFl sur épithélium de
vessie de rat ou de singe, d’un ELISA anti-envoplakine
et/ou d’'un immunoblot est recommandée pour recher-
cher les anticorps les plus typiques (anti-envoplakine
et anti-périplakine, anti-desmoplakine) [40]. A I'inverse,
devant un pemphigus d’allure plus banale mais de profil
immunologique particulier (positivité de I'lFl sur épithé-
lium transitionnel et présence du couple envoplakine-
périplakine en immunoblot), un cancer sous-jacent doit
étre recherché.
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D Introduction

Quatre-vingt pour cent des glomérulonéphrites extra-
membraneuses (GEM) sont des formes primitives ou idio-
pathiques (GEMi) dues a une rupture de tolérance contre
un antigéne podocytaire. Plusieurs antigénes cibles ont été
identifiés, en particulier : le récepteur a la phospholipase
A2 de type M (PLA2R) en 2009 [1] et la thrombospondine
type | domaine 7A (THSD7A) en 2014 [2]. Des anticorps
(Ac) anti-PLA2R puis des Ac anti-THSD7A ont été mis en
évidence dans le sérum des patients ayant une GEMi dans
respectivement 70 a 80% et 5% des cas.
LesAcanti-PLA2R ont déja été présentés lors du colloque du
GEAI en 2012 [3],aussi,nous aborderons principalement les
Ac anti-THSD7A.

Cibles antigéniques

Le PLA2R est un récepteur transmembranaire de type
| pour la phospholipase soluble, appartenant a la famille
des récepteurs au mannose. La THSD7A est une pro-
téine membranaire endothéliale initialement caractérisée
au niveau du placenta. Dans le rein, elle est présente au
pole basal des podocytes [4].

Ces deux antigénes ont une structure similaire. lls sont
exprimés a la membrane du podocyte, ont un poids molé-
culaire élevé (PLA2R :185kDa et THSD7A :250kDa) et
une région extra-cellulaire importante avec de nombreux
domaines N-glycosylé (3 sites de glycolysation pour
PLA2R, 14 sites pour THSD7A).

Les IgG éluées de biopsie de patient avec Ac anti-PLA2R
réagissent avec le PLA2R recombinant. Ce n’est pas le
cas pour les IgG éluées de patients atteints de GEM
lupique ou de néphropathie a IgA [1]. De méme, les
IgG éluées de biopsie de patient avec Ac anti-THSD7A
reconnaissent un recombinant THSD7A et ne recon-
naissent pas le PLA2R [2].

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.

Détection des anticorps

Les Ac anti-THSD7A comme les Ac anti-PLA2R appar-
tiennent majoritairement a la sous-classe des IgG4.

Les deux anticorps ont d’abord été mis en évidence
par western blot dans des conditions non dénaturantes,
en utilisant comme antigéne un extrait de glomérules
humains normaux (PLA2R : 185kDa, THSD7A :250kDa).
Les Ac anti-PLA2R sont détectés en 2011, par une
technique d’immunofluorescence indirecte (IFl) uti-
lisant comme antigéne une lignée de cellules rénales
embryonnaires humaines transfectées avec le géne du
PLA2R et comme contrdle la méme lignée cellulaire non
transfectée [5] puis en 2012 par une technique ELISA
utilisant des récepteurs recombinants humains purifiés
obtenus a partir de cellules transfectées. Enfin en 2014,
un test ALBIA (adressable laser bead immunoassay, ou
multiplexage) a été développé et permet par des panels
adaptés, de rechercher également certaines des causes
de GEM secondaire [4]. La concordance entre I'lFl et
PELISA est de 94% et il existe une bonne corrélation
entre les titres en IFl et 'ELISA [6]. Cependant, les résul-
tats observés par western blot sont majoritairement en
accord avec I'lFl [6]. De plus, I'utilisation de I'lFl semble
plus pertinente que celle de ELISA dans le screening
des patients suspects de GEMi. Une étude compara-
tive portant sur 73 patients ayant une GEMi a montré
une concordance globale de 92% entre les deux tech-
niques. Les six résultats discordants (tous IIF+/ELISA-) sont
présentés (tableau 1) [7]. Ce sont des sérums de GEMi
au diagnostic ou en activité. A l'inverse, sur 180 patients
présentant des pathologies diverses (lupus, polyarthrite
rhumatoide, myosite, diabéte,maladie de Crohn, recto-
colite ulcéro hémorragique), 10 (5,5%) ont des Ac anti-
PLA2R par ELISA vs 0% par IFl (résultats personnels
Saint-Antoine, non publiés).

Les Ac anti-THSD7A sont détectés depuis 2017 par un
test d’IFl utilisant des cellules transfectées avec I'antigéne
THSD7A selon le méme principe que pour la détection
des anti-PLA2R. Comparée au western blot qui est la
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Tableau 1. Détection des Ac anti-PLAZ2R par IFI et ELISA.

Etude des 6 sérums présentant un résultat discordant (cohorte Saint-Antoine).

1710 1/50 1/50 1/50 1710 1710
négatif négatif négatif négatif négatif négatif
<0,1 3,5 5 9.2 2,8 3.8
oui non? non® non® partielle® non®
Q: GEMIi au diagnostic, avant traitement ; b : GEMi sous traitement J

technique de référence, I'lFl a une sensibilité de 92% et
une spécificité de 100% [8].

Anticorps comme marqueurs
diagnostiques des GEMi

Toutes études confondues, les Ac anti-PLA2R appa-
raissent comme un excellent marqueur diagnostique
des GEMi (sensibilité de 57 a 82%, spécificité de 89 a
100%) [1,5,9-13]. La combinaison de la détection de
I’Ac sérique et de I'antigéne dans la biopsie augmente
la sensibilité diagnostique [14]. Ces Ac ne sont pas
détectés ou sont détectés dans de trés rares cas de
GEM secondaires [12]. Une étude fait exception et
montre un taux élevé d’Ac (72%) dans une population
chinoise de GEM secondaires [I5].

Les Ac anti-PLA2R et les Ac anti-THSD7A semblent
mutuellement exclusifs [I,16]. Cependant, Larsen
et al [17] ont montré une double positivité de ces

Ac dans 1% des cas (2/258). Approximativement 2,5
a 5% des patients ayant une GEMi ont des Ac anti-
THSD7A ce qui représente 8 a 14% des patients
atteints de GEM et séronégatifs pour les Ac anti-
PLA2R [I,16-18]. Une étude récente de Saint-Antoine
(non publiée), portant sur une population de 79 GEMi
(47 anti-PLA2R+ et 32 anti-PLA2R-) montre une fré-
quence des Ac anti-THSD7A de 0% dans la popula-
tion anti-PLA2R positive vs 16% (5/32) dans la popu-
lation séronégative (p=0,009, test exact de Fischer),
résultat similaire aux études publiées (tableau 2).
A l'inverse, une étude préliminaire de Toulouse (non
publiée) ne retrouve aucun Ac anti-THSD7A positif
sur une population de 22 GEMi séronégatives pour
les Ac anti-PLA2R (tableau 2).

Alors que la GEMi est plus fréquente chez ’lhomme,
les Ac anti-THSD7A semblent plus fréquemment pré-
sents chez la femme. Dans I'étude de Hoxha et al. [8]
la cohorte étudiée est composée de 67% d’hommes,
les populations anti-PLA2R+ et anti-THD7A+ sont

population Age moyen

Sexe (% homme)

Frequence des Ac anti-THSD7A

Saint-Antoine

Anti-PLA2R positif, n=47 58 ans 40 H/7F soit 85%H 0%
Anti-PLA2R négatif, n=32 52 ans I 8H/14F soit 56%H 5/32 soit 16%*
Toulouse

Anti-PLA2R négatif, n=22 56 ans I3H/9F soit 59%H 0%

*16% vs 0%: p=0,009 test exact de Fisher

Age moyen Sexe (% homme)

Données clinico-biologiques

65 ans 2H/3F soit 40%H

* H 56 ans :GEMi anti-PLA2R sérique négatif mais dépots marqués par I'Ac
anti-PLA2R

* F 97ans : GEMi sous rituximab,ATCD de cancer du sein

* F 38 ans : GEM sous rituximab + gammaphathie monoclonale

* F 35 ans : GEM + épanchement pleural récidivant

K * H 63 ans : GEM +Waldenstrém + amylose J
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composées de respectivement 69% et 43% d’hommes
(p=0,002).

Les résultats obtenus sont similaires dans I’étude
de Saint-Antoine (non publiée), les populations
anti-PLA2R+, anti-PLA2R- /anti-THSD7A- et anti-
THSD7A+ sont composées respectivement de 85%,
61% et 40% d’hommes.

La prévalence des cancers semble plus élevée chez
les patients avec Ac anti-THSD7A (20%) que chez les
patients ayant une immunité anti-PLA2R (5%) ou les
patients négatifs pour les deux Ac (10%) [8]. Le pre-
mier cas a été publié par Hoxha en 2016 [19] chez
une femme ayant de fagon concomitante une GEM et
un cancer de la vésicule biliaire métastasé. L'antigéne
THSD7A a été détecté dans le rein, les cellules tumo-
rales et un ganglion. Les Ac anti-THSD7A ont disparu
apreés chimiothérapie. Puis dans une seconde étude des
mémes auteurs [8], sur les 40 patients ayant une GEM
avec Ac anti-THSD7A, 8 ont développé un cancer dans
un intervalle de temps inférieur a trois mois.

Dans notre étude, 2 patients sur les 5 ayant des Ac
anti-THSD7A présentent un cancer associé a la GEM.

Anticorps comme marqueurs
pronostiques

Les Ac anti-PLA2R apparaissent comme des marqueurs
d’activité de la maladie. Il existe une corrélation entre
la présence de ’Ac anti-PLA2R et une maladie clini-
quement active avec protéinurie et hypoalbuminémie
[1,20]. Ces Ac diminuent ou disparaissent pendant la
phase de rémission (avant la baisse de la protéinurie) et
réapparaissent en cas de récidive de la maladie [10,14].
La caractérisation des épitopes du PLA2R a permis de
montrer que la reconnaissance d’un épitope riche en
cystéine était associée a un fort taux de rémission, alors
qu’une dérive épitopique était en faveur d’'un mauvais
pronostic [21].

Les Ac anti-THSD7A apparaissent également comme
des marqueurs d’activité de la maladie mais les effectifs
étudiés restent faibles [2,8].

Anticorps dans le suivi
des GEMi

Chez les patients sous rituximab, les Ac anti-PLA2R
sont un biomarqueur beaucoup plus sensible que la
protéinurie pour la surveillance de I'efficacité du trai-
tement [11,22,23].

Il N’y a pas encore de données concernant les Ac
anti-THSD7A.

Anticorps et récidive
post-transplantation

Les Ac anti-PLA2R sont impliqués dans 50% des réci-
dives de GEM aprés transplantation rénale, mais ne sont
pas présents dans les GEM de novo [24].

Des données préliminaires vont dans le méme sens pour
les Ac anti-THSD7A [25].

Pathogénicité des anticorps

La pathogénicité des Ac anti-PLA2R n’a pas pu étre
démontrée du fait de I'absence d’expression de I'anti-
géne sur les podocytes murins et de modéle de souris
transgénique. Cependant, les corrélations entre le taux
d’Ac anti-PLA2R et I'activité clinique de la maladie sug-
gérent une relation de cause a effet.

La présence de I'antigene THSD7A a la surface des
podocytes de souris a permis d’établir la pathogénicité
des Ac anti-THSD7A humains. Les animaux développent
une GEM avec protéinurie aprés injection de sérum de
patient ou d’lgG purifiées [25].

L'équipe de Stahl et al [26] a montré que I'expression
de THSD7A dans les cellules tumorales (gain ou perte
comparé aux cellules saines) était associée a une inva-
sion vasculaire et a la présence de métastases suggérant
que THSD7A serait impliqué dans les mécanismes d'’in-
vasion vasculaire, de métastases et d’angiogenése dans
I’environnement tumoral. Le potentiel réle de THSD7A
dans le développement des tumeurs et comme cible
thérapeutique demande de nouvelles investigations.

Conclusion

Les Ac anti-PLA2R sont d’excellents marqueurs dia-
gnostiques de la GEMi. Leur présence est corrélée a
Pactivité de la maladie et ces Ac sont plus sensibles
que la protéinurie pour la surveillance de lefficacité du
traitement immunosuppresseur.

Les Ac anti-THSD7A représentent le second marqueur
diagnostique et semblent également étre corrélés a
P'activité de la maladie. lls seraient associés a une forte
prévalence de cancers.

Les deux Ac seraient le plus souvent mutuellement
exclusifs. [l

Liens d’intéréts: les auteurs déclarent ne pas avoir de
liens d’intéréts.
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D Introduction

Jeunes biologistes pour deux d’entre nous (GR,AC),
nous avons eu la chance de commencer notre car-
riére au moment o, au milieu des années 1980,
étaient publiés les articles fondateurs de la saga des
ANCA (antineutrophil cytoplasmic antibodies) [1, 2].
A ce stade I’étroite collaboration avec nos collé-
gues cliniciens, néphrologues et hématologues, avec
qui nous avions partagé nos études de médecine et
années d’internat, nous a permis, en I’étendant pro-
gressivement aux autres disciplines concernées par les
ANCA (médecine interne, rhumatologie, réanimation
médicale, pédiatrie) de développer une thématique de
recherche clinique qui a donné lieu a 12 articles ori-
ginaux dans des revues anglo-saxonnes dont 2 revues
générales, 8 articles originaux dans des revues fran-
caises dont 4 revues générales, et s’est traduit par des
communications a || des 18 Vasculitis&«ANCA Inter-
national Workshop et a 3 International Autoimmunity
Congress.

D ANCA et leucémie myéloide
chronique

Tout a commencé a lecture de I'article de Martin
Lockwood qui faisait I’hypothése que, ce que I'on
appelait a 'époque I'antigéne du Wegener de 29 kD,
pouvait étre la phosphatase alcaline leucocytaire (PAL)
[3]- Pour valider cette hypothése, nous décidames de
tester 5 sérums ANCA positifs, confirmés par Laure-
Héléne Noél, référente nationale des ANCA au labo-

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.

ratoire d’anatomopathologie du CHU de Necker a
Paris avec 5 frottis de polynucléaires neutrophiles
(PNN) de patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC), pathologie caractérisée par un score
des PAL nul. La positivité de 'immunofluorescence
indirecte (IFI) nous a permis d’infirmer ’hypotheése
de Lockwood, en développant, en collaboration avec
Philippe Lesavre, néphrologue a Necker et dans le ser-
vice duquel I'un d’entre nous (AC) avait passé 6 mois
d’internat, une technique d’lIFl sur PNN de LMC pré-
sentée au 2° Vasculitis&«kANCA International Workshop
et publiée [4, 5]. Parallélement nous faisions la preuve
qu’il n’existait pas de technique de western blot uni-
verselle qui respecte toutes les cibles des ANCA [6]
et développions un test ELISA de détection des ANCA
anti-myéloperoxydase [7].

D ANCA et silice

Pendant plus de dix ans, cette technique d’IFI mai-
son a été notre technique de dépistage avant que des
contraintes de temps technicien nous conduisent a
adopter des lames commerciales. Le deuxieme temps
fort a été secondaire a un biais de sélection.Tres rapi-
dement, alors que notre cohorte de patients ANCA
positifs se constituait, il nous est apparu une forte pré-
dominance d’anciens mineurs présentant tous, en plus
de leur silicose pulmonaire ou d’une exposition recon-
nues par la médecine du travail, une glomérulonéphrite
extra-capillaire (GNEC) a croissant associée a des
ANCA anti-myéloperoxydase (MPO). L'existence des
mines d’ardoise de Trélazé, dans la banlieue d'Angers,
et des mines de fer du Segréen, expliquait ce biais. Nous
avons été les premiers a rapporter cette association au
3¢ Vasculitis&kANCA International Workshop, publiée
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dans la foulée [8, 9]. Elle a été confirmée par la suite
par une équipe italienne et des études épidémiologiques
[10, I'l]. Cette observation initiale a été le point de
départ pour I'obtention d’'un PHRC national lors de
la premiére vague en 1994, qui a conclu a la présence
d’une lymphopénie significative chez les anciens mineurs
exposés a la silice [12].

D ANCA de diagnostic rapide

Rapidement la détection des ANCA a bouleversé la prise
en charge des patients atteints de vascularite nécrosante
primitive en offrant la possibilité, dans les contextes cli-
niques évocateurs (glomérulonéphrite rapidement pro-
gressive, syndrome pneumorénal), d’apporter dans la
journée un argument diagnostique suffisamment fort
pour mettre en route la thérapeutique immunosup-
pressive avant méme le résultat de I'anatomopatholo-
gie au délai de rendu contraint. Dés le début de notre
pratique, en collaboration avec les néphrologues et les
réanimateurs médicaux, nous avons établi une procé-
dure de recherche ANCA en urgence initiée par une
demande téléphonique séniorisée et reposant sur une
recherche par IFl sur trois types de frottis de PNN (fixés
par I'éthanol, le formol et le méthanol) et au moins deux
tests en phase solide (immunodot et multiplexage). En
2014, nous avons publié I'évaluation d’application sur sept
ans de cette procédure: la sensibilité et la spécificité de
I'IFI combinée a un test de phase solide pour poser le
diagnostic de vascularite nécrosante primitive sont res-
pectivement de 83,3 % et 100 %, permettant ainsi une
mise en route rapide du traitement adapté [I3]. 1l faut
cependant garder a I'esprit, et un cas clinique présenté
au colloque du GEAI de 2014 [14] en est lillustration,
que la réponse auto-immune, polyclonale au diagnos-
tic, sous l'effet de traitement immunosuppresseur, peut
devenir oligoclonale, et selon la disponibilité des épitopes
reconnus dans les différents tests, les résultats peuvent
étre discordants. Dans un tel contexte, la proposition
récente [|5] d’abandonner le dépistage par I'lIFI ne nous
parait pas légitime et constitue une perte de chance pour
le malade. Enfin, COFRAC (Comité Francais d’Accrédi-
tation) et absence de financement pour une astreinte
24/24 obligent, nous avons renommé cette procédure
«ANCA de diagnostic rapide.

D La place des ANCA

Fort d’un recrutement dépassant largement le seul bas-
sin de notre CHU, nous avons pu identifier des parti-
cularités épidémiologiques, cliniques et biologiques des
maladies associées aux ANCA.

ANCA et infection

Alors qu’apres 7 ans de prospection (1989-1996)
nous totalisions 274 patients ANCA positifs, pour
7 d’entre eux (2,5 %), le seul diagnostic était celui
d’'une maladie infectieuse, dont deux endocardites
subaigués avec d’authentiques cANCA anti-protéi-
nase 3 (PR3) [16]. Il est important que les cliniciens
gardent présente a I'esprit cette possible occurrence
devant des manifestations systémiques possiblement
évocatrices d’une granulomatose avec polyangéite
(GPA, ex Wegener) dont la thérapeutique est dia-
métralement opposée (immunosuppresseur versus
antibiothérapie) avec des conséquences drama-
tiques en cas de prescription inopportune par erreur
diagnostique.

ANCA et suivi des vascularites

Rapidement nous avons pu confirmer que les varia-
tions du taux des ANCA ne pouvaient a elles seules
justifier une éventuelle intensification thérapeu-
tique, ce que seules quelques équipes ont osé [17],
sans faire le consensus dans la communauté médi-
cale [18], mais étaient a confronter aux données
cliniques [19].

ANCA en pédiatrie

Avec nos collégues pédiatres, nous avons confirmé
que la présence d’ANCA chez les jeunes patients
atteints de mucoviscidose s’observait essentiellement
chez les malades les plus graves avec un statut infec-
tieux sévere et qu’ils étaient les témoins de I'im-
portance des phénomeénes inflammatoires [20]. Une
étude rétrospective menée de juin 2004 a juin 2010,
a retrouvé 7,3 % de demandes d’ANCA pour des
patients de moins de |5 ans, avec 37 patients ANCA
positifs se répartissant principalement dans des
pathologies autres que les vascularites associées aux
ANCA (VAA), a savoir des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), des infections et des
arthrites chroniques juvéniles préférentiellement
associés a des ANCA anti-élastase [21].

Cibles majeures et
mineures des ANCA

Nous nous sommes intéressés aux cibles mineures
des ANCA, détectables par certaines trousses ELISA
commerciales, a savoir cathepsine G, élastase, lac-
toferrine et BPI (bactericidal increasing permeability
protein) par opposition aux deux cibles majeures, PR3 et
MPQO, dont la pertinence clinique pour les vascularites
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nécrosantes primitives reste indéniable, a condition
de ne pas méconnaitre la possibilité d’infection ou
de MICI. Nos résultats, présentés a deux International
Autoimmunity Congress et un colloque du GEAI, sont
en faveur d’une stimulation chronique des PNN
qui déversent le contenu de leurs granules dans un
milieu inflammatoire dont les cytokines favorisent
une rupture de tolérance vis-a-vis de ces cibles et ces
ANCA sont donc associés a des pathologies autres
que les vascularites associées aux ANCA (VAA)
[22-24]. De maniére plus surprenante, une étude
rétrospective conduite avec nos collégues du CHU
de Dijon, Nils-Olivier Olsson et Daniela Lakomy, a
retrouvé sur une période de 8 ans, 23 patients avec
des ANCA ciblant simultanément la PR3 et la MPO:
pour ces 0,9 % de patients, aucun n’avait une vas-
cularite nécrosante primitive, résultats présentés
au 16°Vasculitis&ANCA International Workshop et
publié [25, 26].

ANCA et complément

Confirmant les données récentes en faveur d’une
activation de la voie alterne du complément [27],
nous avons montré que le taux sérique du compo-
sant C3 était un facteur prédictif des VAA: un taux
inférieur a 120 mg/dL est significativement corrélé
a une baisse du composant C4, de la filtration glo-
mérulaire et a un pourcentage élevé de croissants
glomérulaires [28].
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D ANCA anti-pentraxine 3

Larrivée a Angers de Pascale Jeannin et deYves Delneste
avec la constitution d’'une équipe de recherche label-
lisée (INSERM U232, équipe 7), orientée sur I'étude
des effecteurs de I'immunité innée et a laquelle cinqg
d’entre nous émargeons, a permis une synergie entre
recherche fondamentale et recherche clinique. Cette
émulation nous a conduits a identifier une nouvelle
cible des ANCA parmi les récepteurs solubles de I'im-
munité innée, a savoir la pentraxine 3 (PTX3), d’abord
chez des patients lupiques [29], puis chez des patients
ayant une VAA. Pour les VAA, ces PTX3-ANCA appa-
raissent comme des marqueurs d’activité prometteurs,
notamment chez les patients dépourvus de PR3-ANCA
ou de MPO-ANCA [30-32].

D Conclusion

Tout au long de ces trente années, nous nous sommes
efforcés de partager notre expérience dans des revues
générales, lors de congres [33-38] ou dans le cadre de
formations pour biologistes (Bioforma et Bioformation).
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La myéline oligodendrocyte glycoprotéine (MOG) est
une glycoprotéine exclusivement exprimée sur la surface
externe de la gaine de myéline au niveau du systéme ner-
veux central (SNC) [1]. Cette expression en fait une can-
didate de choix en tant que cible d’autoanticorps au cours
de neuropathies démyélinisantes du SNC [2].

Il est maintenant bien admis que la recherche de ces
autoanticorps doit étre effectuée a I'aide d’'un test «cel-
lulaire », utilisant des cellules transfectées ou transduites
exprimant la protéine entiere, native a la surface cellulaire
[2-3]. Ces techniques permettent ainsi la mise en évidence
des anticorps conformationnels seuls pertinents pour le
diagnostic des syndromes de démyélinisation [2-3]. Le
conjugué de révélation peut se révéler également impor-
tant. En effet, lemploi d’un anti-IgG| a été préconisé par
une équipe [4]. Cette différence entre anti-IgG total et
anti-IgG | pourrait expliquer certaines différences de résul-
tats obtenus par les diverses équipes travaillant sur le sujet.
Nous avons comparé trois techniques cellulaires de
recherche des anticorps anti-MOG: deux utilisant des cel-
lules transfectées de source différentes, par cytométrie en
flux, la troisiéme toujours sur cellules transfectées mais
par immunofluorescence indirecte. Trente-six sérums ont
été ainsi testés révélant des résultats concordants malgré
quelques différences. Ces derniéres nous ont conduits a
en rechercher plus explicitement les causes.

Les anticorps anti-MOG sont principalement mis en évi-
dence dans les sérums pédiatriques. lls sont notamment
présents au cours d’encéphalite aigué disséminée et démyé-
linisante (ADEM) ou au cours de névrite optique rétro-
bulbaire (NORB) ou bien encore au cours de sclérose en
plaques pédiatrique [5-6]. lls sont en revanche beaucoup
plus rarement retrouvés chez I'adulte. Selon les études
ils ont été mis en évidence dans 5 a 20% des patients
atteints de neuro myélite optique ou maladie de Devic en
absence d’anticorps anti-aquaporine 4 (AQP4) [7-8]. Ces
deux marqueurs seraient par ailleurs mutuellement exclu-
sifs. Le caractére de moindre sévérité de la neuromyélite
optique avec anticorps anti-MOG par rapport a celle pré-
sentant des anticorps anti-AQP4 a été remis en question [8]
De méme, il semblerait que neuro myélite optique avec

© 2018 — Elsevier Masson SAS
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anticorps anti-MOG et neuro-myélite optique avec anti-
corps anti-AQP4 soient des pathologies différentes, du
fait de l'atteinte oligodendrocytaire pour 'une contre une
astrocytopathie pour l'autre [7-9].

Siles anticorps anti-MOG restent des marqueurs spécifiques
de neuropathies inflammatoires démyélinisantes du
systéme nerveux central (96-100%), leur faible prévalence
ne permet pas toujours d’orienter les cliniciens. [l

Liens d’intéréts: Les auteurs déclarent ne pas avoir de
liens d’intéréts.
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D Introduction

La découverte des autoanticorps dirigés contre les pro-
téines ou peptides citrullinés (anti-citrullinated protein
antibodies- ACPA) a représenté une avancée considé-
rable dans le diagnostic de la polyarthrite rhumatoide
(PR) justifiant leur inclusion, en compagnie du facteur
rhumatoide (FR), dans les nouveaux critéres de classifi-
cation ACR-EULAR 2010 de la PR. Cependant, environ
un tiers des patients atteints de PR restent négatifs pour
ces deux anticorps, soulignant la nécessité d’identifier de
nouveaux biomarqueurs permettant d’aider au diagnostic
et éventuellement de préciser le pronostic de la mala-
die [1]. Parmi les candidats potentiels figurent les anticorps
dirigés contre les protéines ou peptides carbamylés, appe-
Iés anticorps anti-CarP (anti-Carbamylated Protein), décrits
en 2011 [2].

La carbamylation est une modification post-traduction-
nelle des protéines induisant la transformation de résidus
lysine en homocitrulline,acide aminé dont la structure est
proche de celle de la citrulline avec seulement un groupe
méthyléne supplémentaire (=CH2). Comme la citrullina-
tion, la carbamylation survient en particulier lors d’'une
inflammation et plusieurs protéines carbamylées (albumine,
alpha | anti-trypsine, fibrinogene...) sont retrouvées dans
larticulation des patients atteints de PR [3,4]. Contraire-
ment aux ACPA, la présence de I'épitope partagé sur les
molécules HLA du patient (HLA DR I/DR4) ne semble pas
nécessaire au développement des anticorps anti-CarP mais
il favoriserait I'apparition secondaire d’ACPA par dérive
épitopique [5,6].

D Principales caractéristiques et
intéréts des anticorps anti-CarP

Intérét diagnostique

Une méta-analyse publiée en 2016 montre que les
anticorps anti-CarP sont retrouvés chez les patients

© 2018 — Elsevier Masson SAS
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atteints de PR avec une sensibilité moyenne de 42%
(95% 1C, 38% a 45 %) et une spécificité de 96 % (95 %
IC,95% a 97 %). Les rapports de vraisemblance positifs
et négatifs sont respectivement de 10,2 et 0,61 [7].
Dans trois études récentes portant sur de larges
cohortes de patients présentant une arthrite récente,
les anticorps anti-CarP ont montré une sensibilité
de 34-44% et une spécificité de 87-95% pour la PR
contre 50-66 % et 91-96 % respectivement pour les
anti-CCP2 [8-10]. lls ont également été identifiés au
cours d’autres pathologies auto-immunes comme l'ar-
thrite juvénile idiopathique (8-13 %), I'arthrite psoria-
sique (3-80%), le lupus (5-16,8%) et le syndrome de
Sjogren (27-31,1%) [7,11-16].

Les anticorps anti-CarP apparaissent plusieurs années
avant le début de la maladie et permettent de prédire le
développement d’'une PR chez des patients deés les pre-
miéres arthralgies [17-19].

Plus intéressant, ils sont retrouvés chez 8 a 24% des
patients atteints de PR sans ACPA ni FR avec tou-
jours une bonne spécificité pour la PR, proche de 90%.
lIs peuvent ainsi aider au diagnostic précoce et a la prise
en charge des patients présentant une PR séronégative
[5,7,9,10].

Intérét pronostique

Les anticorps anti-CarP sont associés, comme les ACPA,
a des formes actives et agressives de PR [10,20-23].Alors
que les formes sans ACPA sont généralement de meil-
leurs pronostics, la détection d’anticorps anti-CarP chez
certains patients séronégatifs permettrait ainsi d’identi-
fier les patients a risque d’évoluer également vers une
forme érosive et destructrice de la maladie et d’instaurer
précocement une prise en charge thérapeutique adaptée
[2,20,22,23]. A noter que I'étude portant sur la cohorte
francaise ESPOIR ne retrouve I'association entre PR agres-
sive et anticorps anti-CarP que lorsqu’ils sont associés
a des anti-CCP et/ou du FR et non pour les anti-CarP
isolés [10].

La présence d’anticorps anti-CarP au cours de la PR est
également associée a une surmortalité, en particulier d’ori-
gine respiratoire [24].
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Au cours du lupus érythémateux systémique, ils sont fré-
quemment associés a une atteinte articulaire et parfois a
la présence d’érosions articulaires, inhabituelles au cours
de cette maladie [14,25].

D Méthodes de détection

Il n’existe aucune standardisation pour la recherche des
anticorps anti-CarP. lIs sont le plus souvent mis en évidence
par technique ELISA en utilisant différents substrats car-
bamylés comme cible antigénique: le plus souvent il s’agit
des protéines du sérum de veau foetal carbamylées en
présence de cyanate (Car-SVF), mais certaines études ont
été menées avec d’'autres protéines carbamylées comme
le Car-fibrinogene, la Car-vimentine, la Car-albumine...
Malgré la grande homologie de structure entre les pro-
téines citrullinées et carbamylées, les réactions croisées
entre ACPA et anti-CarP sont possibles mais semblent
rares [2].

A ce jour, aucun kit commercial n’est disponible pour un
usage diagnostique.
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D Conclusion

Chez les patients atteints de PR, les anticorps anti-
CarP sont caractérisés par une bonne spécificité
mais péchent par un défaut de sensibilité, proche
de 40%. lls sont le plus souvent associés aux ACPA
mais peuvent également étre présents chez certains
patients sans ACPA ni FR. Cependant, ici aussi, leur
intérét diagnostique reste limité par leur faible sen-
sibilité, comprise entre 8% et 24 % des PR séronéga-
tives. Finalement l'intérét des anticorps anti-CarP est
essentiellement pronostique par leur capacité a iden-
tifier les patients a risque de développer des formes
agressives et destructrices de PR, qu’ils soient ou non
associés a des ACPA et/ou du facteur rhumatoide.
En pratique clinique cependant, la valeur ajoutée des
anticorps anti-CarP ne semble pas déterminante par
rapport aux ACPA et au FR [9,19,20]. [l
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D Introduction

La molécule TRIM21, est la 21¢ protéine décrite de
la superfamille TRIM (tripartite motif), caractérisée
par la présence de domaines Ring, B-box et Coiled
coil a son extrémité N-terminale. Les autoanticorps
anti-TRIM21 furent décrits pour la premiére fois en
1988 dans une étude portant sur des patients présen-
tant un syndrome de Gougerot Sjogren. La cible anti-
génique, d’'un poids moléculaire de 52 kDa, semblait
interagir avec la protéine SS-A/Ro 60 [1]. Les auteurs
conclurent que la protéine cible appartenait trées cer-
tainement au complexe ribonucléoprotéique SS-A/Ro
et la dénommeérent SS-A/Ro52 [1]. Nous savons main-
tenant qu'il n’en est rien; les protéines SS-A/Ro60 et
TRIM21 ont chacune un géne, une structure, une loca-
lisation cellulaire et une fonction qui leur sont propres
[2-4]. Pour éviter toute ambiguité nous éviterons de
parler de SS-A/Ro52 et recommandons I'usage de la
terminologie TRIM21.

TRIM2I est une protéine principalement cytoplas-
mique. Son expression est augmentée en condition
inflammatoire et peut s’accompagner d’une transloca-
tion nucléaire [5]. Comme la plupart des membres de
la famille TRIM, TRIM21 posséde une activité E3 ligase
impliquée dans les phénomeénes d’ubiquitinylation, en
particulier des facteurs de transcription IRF3 (IFN
regulatory factor 3), IRF5, IRF7 et IRF8, lui permettant
d’intervenir dans la régulation de la synthése des inter-
férons de type | et de nombreuses autres cytokines
inflammatoires. TRIM2 1 est également capable de se lier
au fragment Fc des immunoglobulines (IgG, IgA et IgM)
apres leur internalisation dans une cellule. Il s’agit d’un
mécanisme de défense antimicrobienne conduisant a
I'activation de la cellule et a I'ubiquitinylation de I'anti-
géne reconnu par I'anticorps qui sera ensuite dégradé
par le protéasome puis présenté par le CMH-I a la sur-
face de la cellule [6, 7]. Uensemble de ces propriétés

confére a la molécule TRIM21 une place potentielle-
ment majeure dans la physiopathologie des maladies
autoimmunes et du lupus en particulier.

D Intérét clinique des
autoanticorps anti-TRIM21

Intérét diagnostique

TRIM21| est une des protéines les plus immuno-
genes de I'organisme [5,8]. Les autoanticorps anti-
TRIM21I sont extrémement fréquents, décrits au
cours de diverses maladies autoimmunes mais éga-
lement chez les sujets sains. On les retrouve en effet
de fagon significative au cours du lupus érythémateux
systémique, du syndrome de Gougerot-Sjogren, des
sclérodermies systémiques limitées et diffuses, des
myopathies inflammatoires, de la polyarthrite rhu-
matoide ou encore des hépatites autoimmunes et
de la cirrhose biliaire primitive [9-11]. Les anticorps
anti-TRIM21| sont également retrouvés en dehors de
contextes autoimmuns comme au cours de viroses
ou de diverses néoplasies [12]. Lorsqu’ils sont asso-
ciés a la présence d’autres autoanticorps, il s’agit le
plus souvent de patients atteints de maladies autoim-
munes. En revanche, lorsqu’ils sont détectés de fagcon
isolée, trés souvent les patients ne présentent aucune
maladie autoimmune et les taux sériques d’anticorps
sont identiques chez les patients avec ou sans maladie
autoimmune [12,13].

Une étude réalisée en 2008 par les CHU de Dijon
et d’Angers confirmait I'extréme diversité des
contextes cliniques associés a la présence d’anti-
corps anti-TRIM21 [14]. Nous avons mené une
enquéte similaire a Montpellier de novembre 2016 a
novembre 2017 et abouti a des résultats identiques:
parmi les 8340 sérums testés pour recherche d’anti-
corps antinucléaires (AAN), nous avons mis en évi-
dence des anticorps anti-TRIM21| dans 341 sérums
(234 patients), correspondant a 10,3 % des sérums

avec AAN positifs (titre > 1/160). lls étaient associés
a d’autres autoanticorps chez 207 patients (85 %), et

© 2018 — Elsevier Masson SAS
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isolés chez 27 patients (11,5 %). Les anticorps les plus
fréquemment associés aux anti-TRIM21 étaient les
anticorps anti-Ro60 (présents chez 172 patients sur
207), les anti-SSB (82/207) et les anti-ADN (43/207).
Dans ce groupe de patients, les pathologies rencon-
trées étaient surtout le lupus (81/207 soit 39 %) et le
syndrome de Gougerot-Sjogren (50/207 soit 24 %).
Le groupe de patients avec anticorps anti-TRIM21
isolés était en revanche tres hétérogeéne avec des
patients atteints de syndrome de Gougerot-Sjégren
(15 %), de sclérodermie (19 %), de myosites (7 %) et
une majorité (55 %) ne présentant aucune atteinte
autoimmune.

Au regard de I'extréme diversité des contextes patho-
logiques, autoimmuns ou non autoimmuns, associés a
la présence d’anticorps anti-TRIM2I, nous pouvons
conclure a l'absence totale de spécificité de cet anti-
corps ce qui lui enléve tout intérét diagnostique.

Intérét pronostique

Malgré I'absence de spécificité diagnostique, les anti-
corps anti-TRIM2| pourraient dans certains cas per-
mettre de préciser le pronostic et d’anticiper I'appari-
tion de complications. Les atteintes pulmonaires a type
de pneumopathie interstitielle diffuse semblent en par-
ticulier relativement fréquentes en présence d’anticorps
anti-TRIM21, notamment au cours des myopathies
inflammatoires, de la sclérodermie ou de la connectivite
mixte, qU’ils soient associés a d’autres anticorps comme
les anti-ARNTt synthétases ou détectés de fagon isolée
[10,15-20]. Les données de la littérature ne sont cepen-
dant pas univoques [9]. Dans notre série de patients,
nous avons relevé la présence d’une atteinte pulmonaire
interstitielle chez 67 % des patients atteints de scléro-
dermie avec présence d’anticorps anti-TRIM21.

Au cours du syndrome de Sjogren il semble égale-
ment que la présence d’anticorps anti-TRIM21 puisse
étre associée a des formes cliniques particuliéres avec
atteinte musculaire ou hépatique [21].
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Au cours de la cirrhose biliaire primitive, la présence
d’anticorps anti-TRIM21 semble associée a des formes
actives et séveres [22].

Plusieurs études ont également montré que les
patients avec anticorps anti-TRIM2| présentaient un
risque accru de néoplasie. Selon les séries, lorsqu’ils
sont détectés sans anticorps anti-Ro60, les anticorps
anti-TRIM21| sont associés a la présence d’un cancer
dans prés de 20 % des cas [I1,13].

Enfin, lorsqu’ils sont présents a taux élevés chez la femme
enceinte atteinte de lupus, surtout si elle ne regoit pas
d’hydroxychloroquine, les anticorps anti-TRIM2| sont
associés a un risque de bloc auriculoventriculaire (BAV)
congénital [23-25]. Dans ce contexte, la valeur prédictive
positive des anti-TRIM2| est supérieure a celle des anti-
Ro60 mais 'incidence du BAV congénital en présence
d’anti-TRIM21| chez la mére reste malgré tout trés faible,
comprise entre | et 5 % [26,27].

D Conclusion

Les anticorps anti-TRIM2| font partie des autoanticorps
les plus fréquemment détectés au cours de diverses
maladies autoimmunes [28]. Certes fréquents au cours
du lupus ou du syndrome de Gougerot-Sjogren, ils sont
également retrouvés au cours des autres connectivites,
de certaines maladies autoimmunes spécifiques
d’organes comme les hépatopathies autoimmunes ou
encore au cours de viroses ou de cancers mais aussi
chez le sujet sain. Cette absence de spécificité rend
leur valeur diagnostique plus que discutable [9, 12,29].
Les anticorps anti-TRIM2 1| pourraient garder un intérét
pronostique par leur association a certaines situations
cliniques particulieres comme les atteintes pulmonaires
interstitielles ou les cancers mais les données de la
littérature sont souvent contradictoires. Les données
sont plus consensuelles concernant le risque de lupus et
de BAV congénital mais la valeur prédictive des anticorps
reste modeste du fait de la rareté de I'atteinte feetale. [l
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D Introduction

Les autoanticorps spécifiques des myosites et myopa-
thies auto-immunes sont des marqueurs biologiques
dorénavant intégrés dans la classification de ces patho-
logies chroniques affectant le muscle squelettique [1,2].
Outre leur intérét diagnostique, certains anticorps ont
également un intérét pronostique fort. Les anticorps
anti-3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réduc-
tase (HMGCR) sont principalement décrits chez des
patients atteints de myopathies nécrosantes auto-
immunes. Leurs caractéristiques en termes d’antigénes
cibles ont été décrites dans une précédente revue [3].

D Techniques de détection

Le dépistage de ces anticorps peut étre réalisé par immu-
nofluorescence indirecte (IFl) sur cellules HEp-2. En fonc-
tion de la localisation de son antigéne cible, 'aspect théo-
rique détectable en IFl est cytoplasmique (figure Ia).|l est
a noter que cet aspect n’est pas toujours aussi typique en
routine. Par contre nous pouvons aussi utiliser des triples
substrats car la fluorescence est typique sur hépatocytes
dans la majorité des cas (figure Ib et données person-
nelles) [4]. Les techniques d’identification autres que I'lFI
a savoir les techniques de dot ou technique immunoenzy-
matique de type ALBIA (adressable laser bead immunoassay)
ou ELISA (enzyme linked immunosorbent assy) ou en chimio-
luminescence doivent étre réalisées [5,6]. Les techniques
de dot, ELISA et en chimioluminescence sont actuellement
commercialisées avec une trés bonne concordance entre
les trois tests [7] (et données personnelles).

D Intérét en clinique

Plusieurs études ont rapporté, chez certains patients trai-
tés par des statines, une induction de symptémes mus-
culairesévoluant parfois vers une myopathie nécrosante.

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.

Figure 1. Dépistage des anticorps
anti-HMGCR par immunofluorescence

indirecte sur cellules HEp-2 (1a)
et sur foie de rat (1b).

la: Fluorescence cytoplasmique uniquement dans quelques
cellules en amas (cette fluorescence n’est pas toujours aussi
typique en pratique courante)

|.b: Fluorescence cytoplasmique dans certains hépatocytes
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Six a 25% de ces patients présentent des anticorps anti-
HMGCR [8,9]. Ces anticorps sont décrits aussi bien
chez I'adulte que chez 'enfant et une étude récente a
démontré leur spécificité élevée [10,11]. Découverts
chez des patients ayant été traités par des statines, ces
anticorps ont été également détectés chez des sujets
exempts de tels traitements correspondant a /3 des
cas. La recherche des anticorps anti-HMGCR peut étre
ainsi réalisée méme en absence de traitement anté-
rieur par des statines [10-12]. Ces anticorps ont une
excellente spécificité de I'ordre de 97 a 99% selon les
cohortes témoins étudiées [13]. Les taux de CPK sont
également toujours élevés chez ces patients [10].

Les patients présentent le plus souvent une faiblesse mus-
culaire symétrique et proximale dans plus de 90% des cas,
sévere, aigué ou chronique, des myalgies fréquentes, des
dysphagies et un sex-ratio en faveur des femmes [9,10].
Les atteintes cutanées et pulmonaires sont plus rares. De
nombreux cas de cancers associés ont été décrits chez
l'adulte sans spécificité particuliere pour un organe (sein,
rein, mélanome, poumon). Onze pour cent des patients
présentant des Ac anti-HMGCR développent un cancer
dans les trois ans avant et apres le diagnostic; I'incidence
de cancer est également supérieure a la population géné-
rale [10,14]. D’autres études ne trouvent pas cette cor-
rélation [7].

Des facteurs génétiques de prédisposition existent
également, avec le phénotype HLA particulier
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DRBI*I1:01 [I5] et des variants du géne SLCOIBI
(solute carrier organic anion transporter family member
IBI), les homozygotes pour ce variant ayant dix-sept
fois plus de risque de développer des symptémes mus-
culaires [16].

Lhistologie montre des signes de nécrose et des signes
de régénération des fibres musculaires, sans infiltration
lymphocytaire [13]. L'apport des biopsies musculaires
est fondamental pour tous les diagnostics de myopathie
nécrosante autoimmune [17].

Les mécanismes physiopathologiques en cause sont
encore mal compris mais une surexpression musculaire
de HMGCR dans les cellules musculaires en régénération
fréquente dans les myopathies nécrosantes serait impli-
quée dans l'induction de la synthése d’anticorps contre
cette enzyme [9]. Le role pathogene de ces anticorps sur
les cellules musculaires avec une atrophie des myotubes a
été récemment démontré in vitro [18,19].

D Conclusion

Malgré leur faible prévalence, la recherche de ces
anticorps détectés au cours des myopathies nécrosantes
autoimmunes a contribué au diagnostic et pronostic de
ces maladies. [ll
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concernant la recherche des anticorps anti-
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Auteur correspondant: rlhumbel@pt.lu (RL. Humbel).

Limmunofluorescence indirecte est utilisée depuis
60 ans pour la recherche des anticorps antinu-
cléaires (ANA), initialement réalisée sur des coupes
d’organes puis sur des cultures de cellules HEp-2
a partir de 1970. Les cellules HEp-2 étaient a Iori-
gine une lignée cellulaire provenant d’un carcinome
laryngé mais celui-ci a été largement contaminé par

les cellules Hela provenant d’un cancer de I'utérus.

Par conséquent, ce que nous connaissons actuelle-
ment sous le nom de cellules HEp-2 sont en réalité
des cellules Hela [1].

Limmunofluorescence est la technique de référence
pour la recherche des ANA selon les recommanda-
tions de ’ACR de 2010 [2]. Les ANA sont classés en
fonction de I'aspect de la fluorescence observée, a
savoir sa localisation dans la cellule et son apparence
ainsi que son intensité. L'aspect observé (le pattern)
donne des informations sur la nature possible des
antigénes cibles et oriente vers le choix des examens
complémentaires permettant de les identifier. La défi-
nition de I'image a donc un impact important sur I'in-
terprétation des résultats d’ANA. Cette appréciation
nécessite une certaine expérience pour reconnaitre
les différentes images microscopiques. Des biblio-
theques d’images ont été peu a peu constituées et
utilisées pour établir des atlas. La classification des
images comporte quatre familles se rapportant aux
marquages du noyau, du nucléole (tableau I), du
cytoplasme (tableau 2) et des cellules mitotiques
(tableau 3). L'aspect de la fluorescence est quali-
fié d’homogene, de moucheté, de granulaire ou de
filamenteux.

Récemment un groupe de spécialistes a proposé
une nouvelle nomenclature des ANA dans le but de
promouvoir I’harmonisation de la définition des dif-
férents aspects d’'immunofluorescence indirecte et
d’optimiser le rendu des résultats [3].

© 2018 — Elsevier Masson SAS
Tous droits réservés.

Ces spécialistes ont estimé que le terme ANA était
impropre puisqu’il ne tient pas compte du fait que
certains anticorps sont dirigés contre des structures
cellulaires autres que le noyau, comme le cytoplasme.
Le comité a donc décidé d’utiliser le terme de AC
(anti-Cell). I a retenu 29 aspects de fluorescence dif-
férents avec une attribution de niveau compétent
ou expert. On ne peut qu’étre stupéfait par cette
nouvelle classification. Conformément a la stra-
tégie conventionnelle, ces nouveaux aspects sont
supposés étre plus faciles a reconnaitre par des
personnes « compétentes» par rapport a d’autres
aspects uniquement reconnus par des opérateurs
ayant atteint le niveau « expert». Ainsi seuls les
«experts» sont aptes a reconnaitre les anticorps
marquant I’enveloppe nucléaire, les anticorps anti-
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), les anti-
corps anti-filaments cytoplasmiques et ceux mar-
quant les cellules en mitose. On constate aussi que
cette nomenclature est incompléte car elle ne fait
pas état des anti-SRP (signal recognition particle). Les
anticorps anti-Scl 70 n’y figurent que depuis fin 2017
sous le numéro AC-29. On y reléve aussi quelques
inexactitudes. Les anticorps anti-MSA3-CENP-F
(mitotic spindle apparatus 3-centromeric protein F) sont
classés dans les PCNA, alors que ceux-ci sont dirigés
contre les chromosomes mitotiques avant tout. La
rubrique pour les anticorps anti-corps intermédiaire
ne tient pas compte des anticorps dits « anti-passenger
proteins» qui marquent des protéines associées aux
chromosomes en début de mitose, et qui se déplacent
au niveau du corps intermédiaire aprés la télophase.
Enfin, que va apporter a un prescripteur un résultat
d’anticorps anti-AC-5 actuellement appelé anticorps
antinucléaire de type moucheté gros grains?

Mais le probléme le plus important qui subsiste sont
les différences souvent significatives des aspects de
fluorescence en fonction de la préparation des cel-
lules HEp-2 utilisée. Il existe un grand nombre de
préparations commerciales qui ne détectent pas
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Tableau 1. Tableau comparatif nomenclatures ICAP et classique: anticorps anti-nucléaires

Nouvelle nomenclature ICAP

Nomenclature «classique» (Humbel 1993)*

Marquage du noyau
Marquage Spécificité Marquage
AC-1 Homogéne ds DNA, Nucléosome, Histones Homogéne nDNA, Nucléosome,
Mitoses + Mitoses + Histones
AC-2 Moucheté fin et dense DFS 70/ledgf Granulaire, grains moyens DFS 70
Mitoses + Mitoses +
AC-3 Centromére CENPA/B(C) Ponctué, nombreux grains isolés Centromeére
Mitoses + Mitoses +
AC-4 Finement moucheté SSA, SSB, Mi-2, TIFI, Ku, RNA Granulaire grains fins SSA
hélicase Granulaire fin et dense SSB
Replication protein A Trés finement granulaire Ku, NXP2
Trés finement granulaire dense Mi-2,TIFI, SAE
AC-5 Moucheté gros grains | hnRNP, UIRNP, Sm, RNA Pol IlI Moucheté grains épais Matrice, hnRNP
Moucheté gros grains irréguliers RNP, Sm
AC-6 Multiple dots Sp100, PAL, MJ/NXP2 Ponctué, nombreux grains isolés Sp100, PAL
AC-7 Quelques dots p80 Coilin, SMN Ponctué, 2-4 gros grains p80 Coilin, SMN
| gros grain par noyau accolé PTF/OPT
au nucléole
Marquage du nucléole
AC-8 Nucléole homogéne PMScl 75, PMScl 100, Th/To, B23 Nucléole homogene Th/To, Nucléoline, B23
Nucléoline, No55 / SC65 Nucléole homogene + Noyau PMScl
finement granulaire
AC-9 Nucléole granulaire U3 snoRNP / fibrillarine Nucléole-moucheté-granulaire Fibrillarine
en motte Mitoses +
Mitoses +
AC-10 Nucléole ponctué RNA Polymérase I, h(UBF/NOR 90 Nucléole granulaire RNA Polymérase |
Mitoses=NOR +
Nucléole ponctué NOR 90
Mitoses=NOR +
AC-11 | Enveloppe nucléaire lisse | Lamines A, B, C ,LAP Protéines Membrane nucléaire homogéne Lamines, LAP
AC-12 Enveloppe nucléaire | Complexe du pore nuclear (gp 210) Membrane nucléaire ponctuée gp 210,p 58
ponctuée
AC-13 Type PCNA PCNA Moucheté pléomorphique, PCNA
granulaire, nucléolaire
Homogene pléomorphique Pseudo PCNA |
Moucheté, grosses mottes Pseudo PCNA 2
intranucléaires
AC-14 CENP-F CENP-F Noyau granulaire des cellules en G2 MSA3 - CENP-F
Centromére en prophase et
métaphase

(D'aprés [4].
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Tableau 2. Anticorps anti-cytoplasmiques.

Nouvelle nomenclature ICAP

Nomenclature «classique» (Humbel 1993)*

Marquage du cytoplasme
Marquage Marquage Spécificité
AC-15 Filaments cytoplasmiques Actine, Myosine non Longs filaments droits F Actine
linéaires musculaire
AC-16 Filaments cytoplasmiques Vimentine, cytokératine Filaments enchevétrés Vimentine
fibrillaires
AC-17 Filaments cytoplasmiques Alpha Actinine,Vinculine, Filaments fins longs et courts nombreux Tubuline
segmentaires Tropomyosine i Fuseau mitotique +
Epines cytoplasmiques périnucléaires Vinculine
AC-18 Dots cytoplasmiques SGW182, Su/Ago2, Ge-| Grains isolés gros (phase 5/62) Corps P
discrets petits (phase 0)
AC-19 Cytoplasme moucheté PL 7,PL 12,Ribo P Tres finement granulaire, grains fins | PL 7,PL 12, EJ,HA
corsé fin et dense trés denses ZO, SRP,Ribo P
AC-20 Cytoplasme finement Jol Finement granulaire, Jol
moucheté petits grains trés nombreux
AC-21 Cytoplasme réticulé /AMA | Complexe PDC: PDC-E2/M2 | Granulaire, nombreux gros gains en Mitochondrie
BCOADC-E2, OGDC-E2 réseau filamenteux
Ela subunit of PDC
E3BP / protein X
AC-22 Polaire, type Golgi Golgin Inclusion cytoplasmique en Ap. de Golgi
Giantin / Macroglogin croissant périnucléaire
golgin-95/ GM 130, golgin-160
golgin-97, golgin-245 Granulaire, périnucléaire Réticulum
endoplasmique
AC-23 Rods (Tiges) et anneaux IMPDH2 et autres Inclusions cytoplasmiques, rondes et Nématine
batonnets

* D'apres [4].

Tableau 3. Cellules mitotiques.

Nouvelle nomenclature ICAP Nomenclature «classique» (Humbel 1993)*

Marquage Spécificité Marquage | Spécificité
AC-24 Centrosome Péricentrine, ninein, | Un gros grain a chaque péle du fuseau mitotique Centrosome
Cep250, Cepl 10, combiné a un gros grains isolé cytoplasmique
enolase périnucléaire Centriol
AC-25 Fibres du fuseau HsEg5 Péles du fuseau mitotique en triangle NUMA 2
Péle du fuseau mitotique large Tubuline
et filaments, cytoplasme filamenteux
AC-26 Type NUMA Centrophiline Péles du fuseau mitotique en triangle NUMA |
Noyaux des cellules en interphase
granulaire dense
AC-27 Pont intercellulaire Aurorakinases, Noyau granulaire des cellules en phase G2 MSA2
MSA?2, CENP-E, Chromosome en prophase/métaphase
KIF 14, MKLP | Corps intermédiaire en télophase/
cytokinese
Centromére en prophase/métaphase CENP-E
Corps intermédiaire en télophase/
cytokinese
Corps intermédiaire en télophase/ MKLP |
cytokinése KIF 14
AC-28 | Manteau chromosomique | Histone 3 modifiée, | Chromosomes mitotiques en prophase /métaphase MCA 1-5
mitotique MCA-I
AC-29 Scl 70 Topoisomérase | Noyau granulaire, périnucléolaire, Mitoses + Scl 70

(D'aprés [4]. J
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toutes les spécificités d’anticorps avec la méme sen-
sibilité. Les conditions de culture cellulaire, la fixa-
tion et la perméabilisation des cellules sont donc
des étapes cruciales. Celles-ci sont essentielles car la
disponibilité des épitopes et la distribution des anti-
génes peuvent subir des changements considérables
et, par conséquent, donner des images différentes
suivant le type de préparation.
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Peut-étre faudrait-il d’abord standardiser la fabrication
des cellules HEp-2 afin d'obtenir un meilleur consensus
des aspects de fluorescence avec les différents
anticorps? [l
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