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Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale,
je m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus
3 Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé
de mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [’ honneur

et les nobles traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération
politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.
Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d"une facon
contraire aux lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948



V
e A O s,
LISTE DES PROFESSEURS




UNIVERSITE CADI AYYAD
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE
MARRAKECH

Doyens Honoraires : Pr. Badie Azzaman MEHADJI
: Pr. Abdelhag ALAOUI YAZIDI

ADMINISTRATION

Doyen : Pr. Mohammed BOUSKRAOQUI
Vice doyen a la Recherche et la Coopération : Pr. Mohamed AMINE
Vice doyen aux Affaires Pédagogiques : Pr. Redouane EL FEZZAZI

Secrétaire Générale : Mr. Azzeddine EL HOUDAIGUI

Professeurs de I’enseignement supérieur

Nom et Prénom Spécialité Nom et Prénom Spécialité
ABKARI Imad Traumato- FINECH Benasser Chirurgie - générale
orthopédie B
ABOU EL HASSAN Taoufik | Anésthésie- FOURAIJI Karima Chirurgie
reanimation pédiatrique B
ABOULFALAH Abderrahim | Gynécologie- GHANNANE Neurochirurgie
obstétrique Houssine
ABOUSSAIR Nisrine Génétique HAJJI Ibtissam Ophtalmologie
ADERDOUR Lahcen Oto- rhino- HOCAR Ouafa Dermatologie
laryngologie
ADMOU Brahim Immunologie JALAL Hicham Radiologie
AGHOUTANE El Mouhtadi Chirurgie KHALLOUKI Anesthésie-
pédiatrique A Mohammed réanimation
AIT BENALI Said Neurochirurgie KHATOURI Ali Cardiologie
AIT BENKADDOUR Yassir Gynécologie- KHOUCHANI Radiothérapie
obstétrique A Mouna
AIT-SAB Imane Pédiatrie KISSANI Najib Neurologie
AKHDARI Nadia Dermatologie KOULALI IDRISSI Traumato-
Khalid orthopédie

AMAL Said Dermatologie KRATI Khadija Gastro- entérologie

AMINE Mohamed Epidémiologie- LAGHMARI Mehdi Neurochirurgie
clinique

AMMAR Haddou Oto-rhino- LAKMICHI Urologie
laryngologie Mohamed Amine

AMRO Lamyae

Pneumo- phtisiologie

LAOQUAD Inass

Néphrologie




ARSALANE Lamiae

Microbiologie -
Virologie

LOUZI Abdelouahed

Chirurgie - générale

ASMOUKI Hamid Gynécologie- MADHAR Si Traumato-
obstétrique B Mohamed orthopédie A
ASRI Fatima Psychiatrie MAHMAL Lahoucine | Hématologie -
clinique
BENCHAMKHA Yassine Chirurgie réparatrice | MANOUDI Fatiha Psychiatrie

et plastique

BENELKHAIAT BENOMAR
Ridouan

Chirurgie - générale

MANSOURI Nadia

Stomatologie et chiru
maxillo faciale

BENJILALI Laila

Médecine interne

MOUDOUNI Said
Mohammed

Urologie

BOUAITY Brahim Oto-rhino- MOUTAJ Redouane | Parasitologie
laryngologie
BOUGHALEM Mohamed Anesthésie - MOUTAOUAKIL Ophtalmologie
reanimation Abdeljalil
BOUKHIRA Abderrahman Biochimie - chimie NAJEB Youssef Traumato-
orthopédie
BOUMZEBRA Dirissi Chirurgie Cardio- NARJISS Youssef Anesthésie-
Vasculaire réanimation
BOURROUS Monir Pédiatrie A NEJMI Hicham Rhumatologie
BOUSKRAOUI Mohammed | Pédiatrie A NIAMANE Radouane | Oto rhino
laryngologie
CHAFIK Rachid Traumato- NOURI Hassan Radiologie

orthopédie A

CHAKOUR Mohamed Hématologie OUALI IDRISSI Chirurgie pédiatrique
Mariem
CHELLAK Saliha Biochimie- chimie OULAD SAIAD Chirurgie générale
Mohamed
CHERIF IDRISSI EL Radiologie RABBANI Khalid Oto-rhino-
GANOUNI Najat laryngologie
CHOULLI Mohamed Neuro pharmacologie | RAJI Abdelaziz Traumato-
Khaled orthopédie
DAHAMI Zakaria Urologie SAIDI Halim Anesthésie-
réanimation
EL ADIB Ahmed Rhassane | Anesthésie- SAMKAOUI Gastro- entérologie
réanimation Mohamed
Abdenasser
EL ANSARI Nawal Endocrinologie et SAMLANI  Zouhour | Urologie
maladies
métaboliques
EL BOUCHTI Imane Rhumatologie SARF Ismail Pédiatrie B




EL BOUIHI Mohamed Stomatologie et chir | SBIHI Mohamed Microbiologie -
maxillo faciale virologie
EL FEZZAZI Redouane Chirurgie pédiatrique | SORAA Nabila Gynécologie-
obstétrique A/B
EL HAOURY Hanane Traumato- SOUMMANI Maladies
orthopédie A Abderraouf infectieuses
EL HATTAOUI Mustapha Cardiologie TASSI Noura Anesthésie-
réanimation
EL HOUDZI Jamila Pédiatrie B YOUNOUS Said Médecine interne
EL KARIMI Saloua Cardiologie ZAHLANE Mouna Microbiologie
ELFIKRI Abdelghani Radiologie ZOUHAIR Said Chirurgie générale
ESSAADOUNI Lamiaa Médecine interne

Professeurs Agrégés

Nom et Prénom Spécialité Nom et Prénom Spécialité

ABOUCHADI Abdeljalil Stomatologie et FADILI Wafaa Néphrologie
chir maxillo faciale

ADALI Imane Psychiatrie FAKHIR Bouchra Gynécologie-

obstétrique A

ADARMOUCH Latifa Médecine FAKHRI Anass Histologie-
Communautaire embyologie
(médecine cytogénétique
préventive, santé
publique et
hygiéne)

AISSAOUI Younes Anesthésie - GHOUNDALE Omar Urologie
réanimation

AIT AMEUR Mustapha Hématologie HACHIMI Réanimation médicale
Biologique Abdelhamid

AIT BATAHAR Salma Pneumo- HAROU Karam Gynécologie-
phtisiologie obstétrique B

ALAOUI Mustapha Chirurgie- HAZMIRI Fatima Histologie -
vasculaire Ezzahra Embryologie -
péripherique Cytogénéque

ALJ Soumaya Radiologie IHBIBANE fatima Maladies Infectieuses

ANIBA Khalid Neurochirurgie KAMILI El Ouafi El Chirurgie pédiatrique

Aouni B

ATMANE El Mehdi Radiologie KRIET Mohamed Ophtalmologie

BAIZRI Hicham Endocrinologie et | LAKOUICHMI Stomatologie et
maladies Mohammed Chirurgie maxillo
métaboliques faciale

BASRAQUI Dounia Radiologie LOUHAB Nisrine Neurologie




BASSIR Ahlam

Gynécologie-
obstétrique A

MAOULAININE Fadl
mrabih rabou

Pédiatrie
(Neonatologie)

BELBARAKA Rhizlane

Oncologie
médicale

MATRANE Aboubakr

Médecine nucléaire

BELKHOU Ahlam

Rhumatologie

MEJDANE Abdelhadi

Chirurgie Générale

BEN DRISS Laila Cardiologie MOUAFFAK Youssef |Anesthésie -
réanimation
BENHIMA Mohamed Amine | Traumatologie - MOUFID Kamal Urologie

orthopédie B

BENJELLOUN HARZIMI Pneumo- MSOUGGAR Yassine | Chirurgie thoracique

Amine phtisiologie

BENLAI Abdeslam Psychiatrie OUBAHA Sofia Physiologie

BENZAROUEL Dounia Cardiologie QACIF Hassan Médecine interne

BOUCHENTOUF Rachid Pneumo- QAMOUSS Youssef | Anésthésie-
phtisiologie reanimation

BOUKHANNI Lahcen Gynécologie- RADA Noureddine Pédiatrie A
obstétrique B

BOURRAHOUAT Aicha Pédiatrie B RAFIK Redda Neurologie

BSISS Mohamed Aziz Biophysique RAIS Hanane Anatomie

pathologique

CHRAA Mohamed Physiologie RBAIBI Aziz Cardiologie

DAROUASSI Youssef Oto-Rhino - ROCHDI Youssef Oto-rhino-
Laryngologie laryngologie

DRAISS Ghizlane Pédiatrie SAJIAl Hafsa Pneumo- phtisiologie

EL AMRANI Moulay Driss Anatomie SEDDIKI Rachid Anesthésie -

Réanimation

EL BARNI Rachid Chirurgie- TAZI Mohamed lllias | Hématologie- clinique
générale

EL HAOUATI Rachid Chiru Cardio ZAHLANE Kawtar Microbiologie -
vasculaire virology

EL IDRISSI SLITINE Nadia Pédiatrie ZAOUI Sanaa Pharmacologie

EL KHADER Ahmed Chirurgie générale | ZEMRAOUI Nadir Néphrologie

EL KHAYARI Mina Réanimation ZIADI Amra Anesthésie -
médicale réanimation

EL MGHARI TABIB
Ghizlane

Endocrinologie et
maladies
métaboliques

ZYAN| Mohammed

Médecine interne

EL OMRANI Abdelhamid

Radiothérapie




Professeurs Assistants

Nom et Prénom

Spécialité

Nom et Prénom

Spécialité

ABDELFETTAH Youness

Rééducation et
Réhabilitation
Fonctionnelle

JALLAL Hamid

Cardiologie

ABDOU Abdessamad

Chiru Cardio
vasculaire

JANAH Hicham

Pneumo- phtisiologie

ABIR Badreddine

Stomatologie et
Chirurgie maxillo
faciale

KADDOURI Said

Médecine interne

AKKA Rachid Gastro - LAFFINTI Mahmoud Psychiatrie
entérologie Amine

ALAOUI Hassan Anesthésie - LAHKIM Mohammed Chirurgie générale
Réanimation

AMINE Abdellah Cardiologie LALYA Issam Radiothérapie

ARABI Hafid Médecine physique | LOQMAN Souad Microbiologie et
et réadaptation toxicologie
fonctionnelle environnementale

ARSALANE Adil Chirurgie MAHFOUD Tarik Oncologie médicale
Thoracique

ASSERRAJI Mohammed Néphrologie MARGAD Omar Traumatologie -

orthopédie

BAALLAL Hassan Neurochirurgie MILOUDI Mohcine Microbiologie -

Virologie

BABA Hicham Chirurgie générale | MLIHA TOUATI Oto-Rhino -

Mohammed Laryngologie
BELARBI Marouane Néphrologie MOUHSINE Abdelilah Radiologie
BELBACHIR Anass Anatomie- MOUNACH Aziza Rhumatologie

pathologique

BELFQUIH Hatim

Neurochirurgie

MOUZARI Yassine

Ophtalmologie

BELGHMAIDI Sarah Ophtalmologie NADER Youssef Traumatologie -
orthopédie
BELHADJ Ayoub Anesthésie - NADOUR Karim Oto-Rhino -

Réanimation

Laryngologie

BENNAOUI Fatiha Pédiatrie NAOUI Hafida Parasitologie
(Neonatologie) Mycologie

BOUCHENTOUF Sidi Chirurgie générale | NASSIM SABAH Chirurgie Réparatrice

Mohammed Taoufik et Plastique

BOUKHRIS Jalal Traumatologie - NYA Fouad Chirurgie Cardio -

orthopédie

Vasculaire




BOUZERDA Abdelmajid Cardiologie OUERIAGLI NABIH Psychiatrie
Fadoua
CHETOUI Abdelkhalek Cardiologie REBAHI Houssam Anesthésie -
Réanimation
EL HARRECH Youness Urologie RHARRASSI Isam Anatomie-
patologique
EL KAMOUNI Youssef Microbiologie SALAMA Tarik Chirurgie
Virologie pédiatrique
EL MEZOUARI El Moustafa | Parasitologie SAOUAB Rachida Radiologie
Mycologie
ELBAZ Meriem Pédiatrie SEBBANI Majda Médecine

Communautaire
(médecine
préventive, santé
publiqgue et hygiéne)

ELQATNI Mohamed

Médecine interne

SERGHINI Issam

Anesthésie -
Réanimation

ESSADI Ismail Oncologie TAMZAOURTE Mouna | Gastro - entérologie
Médicale

FDIL Naima Chimie de TOURABI Khalid Chirurgie réparatrice
Coordination Bio- et plastique
organique

FENNANE Hicham Chirurgie YASSIR Zakaria Pneumo- phtisiologie
Thoracique

GHAZI Mirieme

Rhumatologie

ZARROUKI Youssef

Anesthésie -
Réanimation

GHOZLANI Imad

Rhumatologie

ZIDANE Moulay
Abdelfettah

Chirurgie Thoracique

HAMMI Salah Eddine

Médecine interne

ZOUIZRA Zahira

Chirurgie Cardio-
Vasculaire

Hammoune Nabil

Radiologie

LISTE ARRETEE LE 12/07/2018



PR CY @&d)‘m
DEDICACES

2 ?%%19%@’ e




Je me dois d avouer pleinement ma reconnaissance a

Loutes lespersonnes quim ont soutenue durani mon
PAYCOUurs, quiont su me Aisser vers le haut pour

atteindremonobjectiy. Cest avec amour, respect et

gratitude que

(W74
G‘g@

Je dedie cette 1765¢ v « // Q



A Mes Trés Chers Parents Mr Moulay el Hassan el Azzouzt et Mme

Malika Mayouane

A ceux qui m ont donné la vie

A ceux qui m ont toujours tout donne sans rien compter
A celur qui a toujours garni mes chiemins avec jforce et lumiere, mon cfier
papa
A la plis belle perle du monde, ma tendre mere
Tous les mots du monde ne sauraient exprimer [1mmense amour que je
vous porte ni la profonde gratitude que je vous temoigne. Nille dedicace
7€ pourra exprimer mes sinceres sentiments, pour votre patience
ilimitee, votre encouragement continu, votre grand amour, volre aide en
temoignage de mon profond amour et respect pour vos grands sacrifices.
Vous serez toujours le modele
Papa, dans ta determination, ta force et ton fionnétete
Maman, dans ta bonte, la ltendresse, ta patience et ton devouement pour
nous
Vous m avez supporte sans cesse et sans jamais vous plaindre
Vous m avez appris [Nionnétele el le sens de la responsatilite
Vos prieres m ont ete dun grand soutien au cours de ce long parcours
Je vous remercie pour tout le soutien et [amour que vous me portez
depuis mon enfance el jespere que volre benediction m accompagnera
loujours.
Que ce modeste travail soit [exaucement de vos vaeux tant formules, le
Jruit de vos innombrables sacrifices, bien que je ne vous en acquitterai
jamais dassez.
Puisse Dieu, le lres haul, vous accorder sante, bonfieur et longue Vvie.

Je vous aime papa et manmarn.



A mes chiers [reres : Motiammed et Mehdi el Azzouzr

Vous savez que [affection et [amour fraternel gue je vous porte sont sans
limites. Vous etiez pour mor un pere, frerve et ami. Je vous dedie ce travail
en temoignage de [ amour et des liens de sang qui nous unissent. Puissions-

nous rester unis dans la tendresse el fideles a [education que nous avons

recue.

A mes trés cheres saeurs . Zineb et Oumaima el Azzouzi

Vous m ‘avez toujours soutenue et rassureée par vVos encouragements,
votre gentillesse el votre sens de [ fumour.

Jespere avoir réepondi aux esporrs que vous avez fondes en moi et je vous
rends hommage par ce modeste travail en guise de ma reconnarssance
eternelle pour votre precieuse aide durant mon enfance et meme d [dge
adulle.

Je vous admire et vous arme... Fn temoignage de mon affection
Jraternelle, de ma profonde tendresse, je vous soutiaite une vie pleine de
vonheur et de succes et gue Dieu, le lout puissant, vous protége et Vous
garde.

A ma chiére cousine Dy Hanane Benfidssoune

Ma consetllere, et amie fidele, qui m a assistee dans les moments difficiles
et ma pris doucement par la main pour traverser ensemble les epreuves
penibles de la vie....
Jes sacrifices, ton soutien moral et materiel, ta gentillesse, ton profond
attachement m ont permis de reussir mes etudes.
Sans ton aide, tes consells et tes encouragements ce travail naurait vu le jour.
Je vous dedie ce travail avec tous mes vVaeux de bonfieur, de sante et de

reussite.



A ma trés chere amie, Hafida Hanad

Une autre sceur que la vie a oublie de me donner. 7a bonte, ton grand-

caeur et ton immense tendresse sont exemplarres. Fnsemble et pendant 8
ans d'etudes, nous avons traverse tellement de choses gie les mots ne
sauraient [exprimer.

Tu étais toujours presente (ors de la réalisation de ce travail et tu mas
appris tant de choses que je garderais a jamais. Zt je ne te remercrerar
Jamais assez pour ce precieux soutien et ce pariage mmdejini de ton savoir-
Jatre.

Je te souhaite tout le bonfieur et la reussite que tu merites, et que notre
amitie dure a tout jamais.

Je te dedie ce travail, et jespere qu il transmettra mes sinceres sentiments
de reconnaissance et d amour profond.

Je taime.

A toute ma famille

Nous avons partage des joies et survecu des malhieurs ensembple, ce qut ne
jait que renforcer davanltage nos liens.

Je prie gue Dieu nous preserve.

A mon trés chere amie . Labsiri Houda

Merci pour ton amour, ton amitie. 7u elais toujours ld pour me soutents,
m aider et m écouler.

Merci pour les bons moments gu on a passes ensemble, de votre soutien et
de votre serviabilite.

Que Dieu te protege et te procure joie el bonthieur el gue notre amitie reste

d jamais
A mes trés cheres amies
Kaoutar Danaout, Oumaima elkoudssi, Lamiaa Flabbadi, Nouhaila
Kissa et Xhadija Danaoui




A toules les heures qu on a passées ensemble, d nos moments de fous rires,
nos petits secrets et clins d @il, Fn temoignage de [amilie qui nous unit et
des souvenirs qi on a accumules, je vous dedie ce travail et Je soufiaite
que nous puissions rester unies dans la tendresse et la fidelite et jimplore
Dieu gu 1l vous apporte bonfieur et reussite

A mes binomes Bouchira FL1brichi et Xhaoula Flalaoui

Votre amitie a double mes jotes et a reduit mes peines. Ce lien si
special gue nous avons lisse au fil du temps est eternellement incassable.
Volre présence d mes coles pimente ma vie, Vous m avez su me
comprendre, me calmer et me reconforier. Je vous dedie ce travail en
Vous souhiaitant de longues vies bien prosperes
A mes chéres amies el camarades de guerre

Satma Flabboudi, Xhaoula Fddabi, Xenza Flbazi, Xhalil Flbaz

On m a toujours dit que nos camarades de medecine deviennent une
seconde famille d force de gardes et dinnombrables heures de travail. Je
confrrme aujourd nui cette rumeur . Vous étes ma seconde famille et je
pernse que ce lien seva éternel (efi oul la souffrance rapprochie /) Je vous
remercie pour tout ce gue Vous m avez apporte el vous soufiaite (e
meilleur dans la vie. Avec tout mon respect et toute mon affection.

A tous mes collegues, confreres et enseignants de la facullé de médecine

de Marrakecli

A tous les médecins dignes de ce nom

Aucune dedicace ne sauratt exprimer le respect que je vous apporite de
meéme que ma yeconnarssance pour Lous les sacrifices consentis pour ma
Jormation, mon mnstruction et mon bien étre. Puisse Dieu ltout puissant
vous procurer sante, bonfieur et longue Vvie.
A tous ceux qui sont chiers et que jar omis de les citer

Je vous dedie ce travail modeste.......



.*
REMEFR(CTEMENTS
=3 ‘f;% @pggﬂ’ 2N




A notre chrer maitre et rapporteur ae theése .

Professeur ADMOU Brafiim,

Professeur denseignement supéyieur dimmunologie a la FMPM
Chef de service d immunologie au CHU Motamed VI de Marrakect

Quels que sotent les mols ULIISES, noUS 1 SAUVIONS VOus exprimer
suffisamment nos remerciements et le temoignage de notre profond
respect et notre fiaute consideration.

Nous sommes (rés [ouUches par la confiance que Vous nous avez conjeree
en me confiant ce sujel. Ce fut pour nous un fonneur el un grand plasir
davoir prepare notre thése sous votre guidance. Merct de nous avorr
arguille tout au long de la preparalion de ce travail. Nous vVous
remercions grandement car vous étiez toujours a disposition pour
repondre d nos questions et remarques de maniere tres cordiale et
nous sommes lres reconnaissants des grands efjorts que vous avez Journis
en dirigeant ce travail.

Nous garderons le souvenir de cellte experience tres enrichiissante, a
travers lagquelle nous avons appris les premieres réegles de la réedaction
scientifigue.

Nous vous priorns, chere Maitre, de recevorr 1os remercientents

renouveles amnst que [assurance de notre profonde gralttude



A notre maitre et président du jury de thése:
Professeur Zouhiaty Said,

Professeur denseignement supéyieur en microbiologie virologie d la

FMPM Chef de service de microbiologie virologie @ [hopital mililaire

Avicenne Marrakecti

Nouts sommes (res sensiples au grand Ronneur que Vous nous jaites en
acceptant avec bienvetllance de presider le jury de notre thése.
Nous avons eu le privilege d étre un de vos éleves. Nous avons toujours
aamire la simplicite, la jacilite de votre atord et largement benéficie de
[elendue de votre savorr et de vos hauls talents pedagogiques. Vos hautes
qualites iumaines et professionnelles arnsi gue votre serieux ont [oujours
suscite notre profond respect.

Veuillez trouver dans ce travail les marques de notre profonde gratitude

et lexpression d'une infinte reconnaissance.



A NOTRF MATTRF FT JUGFE DF THFSF
Professeur Latifa Adarmoucti

Professeur agrégée au Service de rechierche clinigue et de traitement de

[Tnformation médicale

Département de Sante Publiqgue, Médecine Communautaire et

Zpidemiologle

Vous avez accepte tres spontanement de jaire paritie de notrve jury. Nous
Vous remercions de votre enseignement et de [interét que vous avez porte
dace travail.

Je vous remercie pour votre aide, votre grande patience, votre
disponipilite et lors de la realisalion de ce travail.

Veuillez trouver ici, Professeur, [expression de notre profond respect.

A NOTRE MATTRF FT JUGE DF THFSFE »

Professeur Mustaphia Ail ameur

Professeur agrégée en Hematologie d (hopital Avicenne militaire de
Marrakech

NOUS [enons d vous exprimer nos plis Smceres remerciements pour avory
acceple de sieger aupres de ce noble jury. Votre presence nous Ronore.

Veuillez trouver ici, professeur, expression de notre profond respect.



A NOTRF MATTRF FT JUGFE DF THFSF
Professeur Oubalia Sofia

Professeur agrégée en gastro-entérologie a la FMPM
Service de gastro-entérologie au CHU Motamed VI de Marrakech

NOUS Vous remercions d avorr repondiu a notre soufiait de vous vorr sieger
parmit nos membpres du jury. Fn acceptant devaluer notre travatl, vous
nous accordez un tves grand fionneur. Veutllez trouver ici, cher Maitre,

lassurance de mes sentiments respectucux el devoues.

A Professeur Majda sebbani

Professeur assistant au Service de rechierchie clinique et de trattement de

[Tnformation médicale

Deépartement de Santé Publique, Médecine Communautaire et

Zvidemiologie

Je vous remercie de m avory aide dans la réalisation danalyse statistique
de cette etude. Votre disponipilite et votre professionnalisme m ont aide
enormement.

Je vouts remercie pour votre arde, votre disponibilite, votre gentillesse et
votre

brenveillance.



A tout le personnel du service dimmunologie du CHU
Motamed VI de Marrakect

A Tous mes professeurs de la jaculté de médecine et de pharmacie de

A TOUS CEUX 9UT ONT AIDE DE LOIN OU DF PRES POUR
LELABORATION DFE CF TRAVAIL
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Diagnostic immunologique des aspects cytoplasmiques a I'immunofluorescence indirecte

Les anticorps antinucléaires (AAN) correspondent a des auto-anticorps dirigés contre des
protéines participant a la structure et a la fonction du noyau cellulaire (ADN, histones,
centromeres, antigenes nucléaires solubles, et autres) [1,2]. lls sont le produit de clones
lymphocytaires B auto-réactifs dont I’activation et la différenciation sont la conséquence d’un
processus auto-immun multifactoriel [1]. lls sont considérés comme des biomarqueurs importants
pour le diagnostic de maladies auto-immunes (MAI) systémiques. lls peuvent également étre
recherchés au cours de certaines MAI spécifiques d’organe, en particulier les hépatites auto-

immunes [1].

Au cours des MAI systémiques, comme le LES, la sclérodermie systémique, le syndrome
de Gougerot-Sjogren, la connectivite mixte, et la dermatopolymyosite, les cibles antigéniques de
ces auto-Ac sont généralement localisées dans des complexes supramoléculaires comme le
nucléosome, le splicéosome, la particule ribonucléoprotéique Ro, le ribosome et autres [2]. llIs
peuvent alors étre subdivisés en deux groupes :

—Les Ac non solubles dirigés contre la chromatine et ses constituants : Ac anti-ADN
natif (ADNn) et anti ADN simple brin, Ac anti-ARN, anti-histone.
—Les Ac anti-antigénes nucléaires solubles : Ac Anti-Sm, anti-UT1RNP, Anti-SSA/SSB,

ACA [3].

La mise en évidence des AAN consiste en une étape de dépistage initial basé quasi-
exclusivement sur I'immunofluorescence indirecte qui permet de catégoriser plusieurs aspects de
fluorescence ayant pour la majorité d’entre eux une valeur d’orientation importante vers une ou
plusieurs spécificités d’auto-anticorps. Cependant, on observe souvent un marquage de type
cytoplasmique seul ou associé au marquage nucléaire. Des lors, la découverte de la fluorescence
cytoplasmique au cours de la recherche d’AAN doit susciter plusieurs interrogations quant a la
possibilité d’identifier une spécificité auto-Ac associée a ce type de marquage et surtout a sa

valeur diagnostique.
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En effet, plusieurs auteurs proposent de revoir méme la nomenclature des AAN décrits a
I'IFl en élargissant leur définition pour inclure désormais la fluorescence cytoplasmique et celle de
I'appareil mitotique, et en adoptant I'appellation anticorps anti-cellules au lieu d’anticorps
antinucléaires qui semble restrictive [4].

L’objectif de I’étude était de décrire les aspects de fluorescence nucléaire et cytoplasmique
au cours de la recherche d’AAN par technique d’IFl et de déterminer la signification clinique des
spécificités des auto-anticorps associées aux aspects de marquage cytoplasmique isolés ou

associés aux AAN.
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Diagnostic immunologique des aspects cytoplasmiques a I'immunofluorescence indirecte

. Méthodologie

1. Type de I’étude

Il s’agit d’une étude descriptive transversale, portant sur des patients ayant bénéficié de la
recherche d’AAN par immunofluorescence indirecte avec un marquage cytoplasmique positif
associé ou non au marquage nucléaire.

2. Lieu

Les patients de I’étude ont été recrutés a partir du laboratoire d’immunologie du CHU de

Marrakech.
3. Durée
L’étude s’est déroulée sur 2 années, et a inclus 128 patients colligés durant une période

de 5 ans, de janvier 2013 a décembre 2018.

4. Population d’étude

L’étude a concerné une population adulte et pédiatrique répondant aux criteres suivants :

Critéres d’inclusion

—Patients ayant bénéficié de la recherche d’anticorps antinucléaire par IFI.
- Patients dont les AAN étaient positifs avec une fluorescence cytoplasmique

positive associée ou non a une fluorescence nucléaire.
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Critéres d’exclusion

—Patients n’ayant pas bénéficié de la recherche d’AAN par IFI.
—Patients dont la recherche d’AAN était positive sans la présence de marquage

cytoplasmique.

Il. Parameétres étudiés

Les parametres étudiés ont été recueillis a I’'aide d’une fiche d’exploitation remplie a partir

des données des registres du laboratoire d’immunologie.

1. Parameétres sociodémographiques

e Sexe

e Age

e Numéro de laboratoire

¢ IP (Identifiant du Patient)

e Service demandeur

2. Parametres cliniques

Ont été collectés a travers les données cliniques des patients permettant de préciser :
- La suspicion diagnostique initiale ;

- Le diagnostic retenu sur la base de ’ensemble des investigations clinico-biologique.

3. Parameétres immunologiques

L’étude des parametres immunologiques a porté sur la recherche des auto-anticorps suivants :
e Anticorps antinucléaires : aspect et titre, recherchés par technique d’'IFl (lame Kallestad,

Bio-Rad, avec un seuil de détection de 1/160 >18 ans et de 1/80 < 18 ans.
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e Anticorps anti-antigénes nucléaires solubles : comprenant les anticorps anti-centromeres,
anti-topoisomérase | (anti-Scl70), anti-RNP, anti-PM-Scl, anti-SSA, anti-SSB, anti-Jo1, anti-
nucléosome, anti-histone, anti-Sm/RNP, anti-SRP, anti-PL7, anti-PL12, anti-Ribosome-P.
Leur recherche a été effectuée par méthode immunoenzymatique de type IMMUNODOT
(Aesku, Germany) ou de type ELISA (ENA profile, Biorad).

e Anticorps anti-DNA natifs ont été recherchés par technique immunoenzymatique de
type ELISA (DNA natif, AESKU, seuil : 16 Ul/ml) ou et/ou par immunofluorescence
indirecte sur substrat de Crithidia Luciliae (Kallstad, Biorad, seuil : 1/5).

e Anticorps anti-M2, anti-KLM1, antiLCl, anti-SLA, anti-Factin, anti-GP210, anti-SP100,

ont été recherchés par technique immuno dot (Liver10, Bludiver, Aesku,).

lll. Analyse statistique

La saisie des données cliniques, paracliniques et immunologiques a été faite sur une base
de données Excel et I’analyse statistique descriptive (pourcentages, moyennes et ratio), concernant

les différentes, variables a été réalisée moyennant le méme tableau Excel.

IV. Aspects éthigues

Le recueil et ’exploitation des données sociodémographiques et cliniques des patients ont
été menés selon les régles de I'éthique médicale concernant 'anonymat des patients et la

confidentialité de leurs données.
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. Données sociodémographiques

1. Age:

Moyenne d’age

La moyenne d’age des patients au moment du diagnostic était de 52,50 =16.12 avec des

ages extrémes allant de 7 ans a 83 ans.

Répartition selon la tranche d’age

Dans notre série, 31.5% des patients étaient dans la tranche d’age comprise entre 50 et 59

ans et 17.2% d’entre eux étaient dans celle comprise entre 60 et 69 ans (Tableau-et Figure-1).

Tableau I: Répartition des patients de notre série selon les tranches d’dge
Tranche d’age Nombre de cas Pourcentage %
<20 8 6.25
20-29 8 6.25
30-39 17 13.6
40-49 19 14.8
50-59 40 31.25
60-69 22 17.18
>70 14 10.93
Total 128 100
2. Sexe:

Dans notre étude, 115 cas (88.3%) étaient de sexe féminin alors que 13 cas seulement

étaient de sexe masculin (11.7%), le sexe ratio F/H était de 8.8 (figure-2).
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B Femme

Homme

Figure 1 : Répartition des patients selon le sexe

3. Répartition des patients selon les services clinigues :

Les prélévements des patients de notre série provenaient majoritairement des services de
gastroentérologie (43 cas, 33.6%), et de médecine interne (41 cas, 32%), et dans 7.8% des cas

étaient a titre externe (tableau-Il)

Tableau Il: Répartition des patients de notre série selon les services clinigues
Service Nombre de cas Pourcentage %

Gastroentérologie 43 33,60
Médecine interne 41 32
Rhumatologie 12 9,40
Externe 10 7,80
Pédiatrie 6 4,70
Cardiologie 2 1,60
Neurologie 2 1,60
Néphrologie 2 1,60
Personnel de santé 2 1,60
Pneumologie 1 0,80
Réanimation 1 0,80
Endocrinologie 1 0,80
Laboratoire d’urgence 1 0,80
Total 128 100

-10-
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Il. Parametres cliniques

1. Circonstances motivant la demande du bilan immunologique :

Les demandes de recherche d’anticorps antinucléaires étaient motivées par les
circonstances cliniques suivantes :
-Suspicion de cholangite biliaire primitive dans 45.3% des cas (n=58);
-Suspicion d’hépatite auto-immune dans 5.5%des cas (n=7).
-Suspicion d’hépatite auto-immune et/ou de cholangite biliaire primitive dans 14.1% des
cas (n=18).
-Suspicion de Polymyosite dans 10.2% des cas (n=13).
-Suspicion de lupus érythémateux systémique dans 19.5% des cas (n=25).
-Suspicion de Gougerot Sjogren dans 3.1% des cas (n=4).

- Suspicion de sclérodermie dans 2.3% des cas (n=3).

lll. Parameétres immunologiques :

La recherche des AAN par immunofluorescence indirecte, réalisée chez tous nos patients,
a objectivé un marquage de type nucléaire et cytoplasmique, voire cytoplasmique seul. Les
différents aspects d’immunofluorescence observés sont rapportés dans les tableaux et figures ci-

dessous.

1. Les aspects de marquage cytoplasmique :

Le marquage cytoplasmique était présent chez tous nos patients dont I’aspect moucheté
diffus dans le cytoplasme (non spécifique) était dominant avec 104 cas (81.4%), suivi de I'aspect
granulofilamenteux avec 14 cas (10.93%), et de I'aspect filamenteux avec 9 cas (7.03%), puis

I’aspect granulaire avec un seul cas. (Figure-2)

-11 -
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Figure 2 : Répartition des patients selon I’aspect de marquage cytoplasmigue retrouvé a I'lFl

2. Les aspects de marguage nucléaire :

Dans notre étude, les marquages nucléaires les plus rencontrés étaient de type :
-Moucheté dans 15,6% des cas (n=20) ;
-Homogeéne dans 2,3% des cas (n=3) ;

- Et mixte homogéne-moucheté ou autre dans 25,78% des cas (n=33) (figure-3).

30.00%

25,8%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00%

0.00%
aspect mixte aspect aspect aspect nuclélaire
moucheté homogéne

Figure 3 : Répartition des patients selon I’aspect des anticorps antinucléaires a I'lFI

Le marquage cytoplasmique seul a été démontré chez 73 de nos patients soit 57%, tandis

que chez les 55 cas restants soit 43% ce dernier s’associe a un marquage nucléaire (Le tableau IlI).
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Le tableau lll : Récapitulatif de I’ensemble des aspects de marquage nucléaire et cytoplasmique

chez nos patients

Type de marquage Type d’aspect Nombre Pourc;ntage
Marquage Aspect filamenteux 7 5.46
cytoplasmique Aspect granulofilamenteux 7 5.46

Aspect granulaire 0 0

Aspect non spécifique 59 46.09

Marquage nucléaire Homogeéne 2 1.56
associé au marquage Asp/e-ct. non Moucheté 15 11.71
cytoplasmique spécifique Mixte 28 21.8
Aspect mixte Granulofilamenteux 5 3.9

Filamenteux 2 1.56

Aspect ; Granulofilamenteux 1 0.7

moucheté Granulaire 1 0.7

Total 128 100

3. Spécificité des auto—-anticorps retrouvé

Les autoanticorps retrouvés chez nos patients étaient dominées par les Ac anti-SSA (23
cas), les anti-nucléosome (18 cas), les anti-DNA (14 cas), les anti-Sm (13 cas), les anti-Sm/Rnp

(13 cas). Le résultat de I’ensemble des auto-Ac retrouvés est rapporté dans la figure et tableau ci-

dessous.
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Figure 4 : Résultats des différents autoanticorps retrouvés chez nos patients

Tableau IV: Répartition des spécificités antinucléaires chez les patients de notre série

Anticorps antinucléaires Effectif Pourcentage%
Anti-SSA 23 17.96
Anti-nucléosome 18 14.1
Anti-DNA 14 10.93
Anti-Sm 13 10.15
Anti-Sm/Rnp 13 10.15
Anti-SSB 9 7.03
Anti-PL12 5 3.9
Anti-Jo1 4 3.1
Anti-histone 4 3.1
Anti-SRP 3 1.3
Anti-Scl70 2 1.5
Anti-PL7 2 1.5
Anti-PMScl 2 1.5
Anti-CNP-B 1 0.2
Anti-Ribosome 1 0.2

4. Spécificité des anticorps anti-tissus retrouvés

Les anticorps anti-tissus retrouvés chez nos patients étaient dominés par les Ac anti-M2
(78 cas), les anti-SP100 (25 cas), les anti-GP210 (22 cas), les Anti-F-actin (11cas), les anti-LC1 (2
cas), et les anti-SLA (1 cas). Le résultat de I’ensemble des auto-Ac est rapporté dans la figure et

tableau ci-dessous.

90
80
70
60
50
40
30

10 2 1
0 -

anti-M2  anti-SP100 anti-GP210 anti-F-actin anti-LC1 anti-SLA

78
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Figure 5 : Résultats des spécificités anti-tissus retrouvés chez nos patients

Tableau V : Répartition des autoanticorps anti-tissus

Anti-tissus Effectif Pourcentage%
Anti-M2 78 60.9
Anti-SP100 25 19.5
Anti-GP210 22 17.1
Anti-F-actine 11 8.5
Anti-LC1 2 1.5
Anti-SLA 1 0.7

IV. Auto-anticorps et données cliniques des patients

L’analyse des données cliniques des 128 patients de notre série a montré :
» 79 cas de cholangite biliaire primitive
> 6 cas d’hépatite auto-immune
> 7 cas d’overlap syndrome (cholangite biliaire associée a I’hépatite auto-immune)
1 cas de cholangite biliaire associée a une polymyosite
10 cas de polymyosite

>

>

> 20 cas de lupus érythémateux systémique
» 4 cas de syndrome de Gougerot Sjogren
>

1 cas de sclérodermie.

V. Les aspects d’immunofluorescence retrouvés et pathologies

suspectées

Confrontés aux différentes pathologies suspectées et mentionnées ci-dessus, les aspects
de marquage cytoplasmiques des AAN étaient prédominants dans les cas d’hépatopathies auto-
immunes avec un total de 83 cas, 58 étaient associés a la CBP, 18 cas étaient associés au syndrome

de chevauchement CBP-HAI et 7 cas étaient associés a I’HAL. Nous avons également noté la
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présence de marquage cytoplasmique au cours du LES, de la PM, du SGS et de la sclérodermie,

avec 24, 13, 4 et 3 cas respectivement (tableau-VI).
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Tableau VI : Répartition des aspects retrouvés a I’lFl en fonction de différentes étiologies suspectées
Aspects des AAN a I'immunofluorescence indirecte
Pathologie Aspect nucléaire Aspect cytoplasmique
suspectée Moucheté Homogéne Mixte Filamenteux | Granulofilamenteux | Granulaire | Non spécifique
N % N % N % N % N % N % N %
Suspicion CBP
4 6.9 1 1.7 13 22.4 4 6.9 8 13.8 - - 46 79.3
(n=58)
S icion de HAI
uspicion de 1 14.2 - - 1 14.2 1 14.2 1 14.2 - - 5 71.4
(n=7)
Suspicion de HAI
P 7 38.8 - - 3 16.6 3 16.6 1 5.55 - - 14 77.7
et/ou CBP (n=18)
Suspicion de LES
P 4| 16 | 2 8 9 | 36 _ - ] 4 1] 4 | 22 88
(n=25)
Suspicion de PM
(n=13) 2 | 154 | - - 6 | 462 | - - 1 7.7 - - 12 92.3
Suspicion de
picion @ N - 1| 333 | 1| 333 - - - - 2 50
sclérodermie (n=3)
Suspicion de
Gougerot Sjogren 2 50 - - - - - - 1 25 - - 3 75
(n=4)
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VI. Auto-anticorps retrouvés et pathologies suspectées

1. Anticorps anti-tissus et anticorps antinucléaires

L’analyse des profils d’auto-Ac selon les différentes circonstances cliniques a montré que :
—La CBP était associée a I’Ac anti-M2 dans 91,3% des cas (n=53), et aux Ac anti-SP100,
anti-GP210 et anti-F-actine dans 18 cas, 13 cas et un cas respectivement.
—L’HAI était associée a la présence d’Ac anti-F-actine dans 5 cas, dont 3 cas coexistaient
avec les Ac anti-M2 et un seul cas avec les Anti-GP210 et les Anti-SP100.
—Le LES était associée aux Ac anti-nucléosome (15 cas), aux anti—-DNA (12 cas), aux
anti-histones (3 cas), aux anti-Sm (12 cas), et aux anti-Sm/Rnp (13 cas).
—Le tableau de dermatomyosite ou polymyosite étaient associé aux anticorps anti-PL12
(4 cas), aux anti-Jo1 (4 cas), aux anti-SRP (3 cas) et aux anti-PMScl (2 cas).
—La sclérodermie était associée a la spécificité anti-ScL70 dans 4 cas et le syndrome de
Gougerot-Sjogren était associé aux Ac anti-SSA et aux anti-SSB dans 3 cas pour

chacun (Tableau-VIl et Tableau- VIlI).
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Spécificités anti-tissus

Tableau VII : Répartition de spécificités anti-tissus en fonction des pathologies associées

Pathologie suspectée Anti-M2 Anti-SP100 Anti-GP210 Anti-F-actine Anti-LC1 Anti-SLA
N % N % N % N % N % N %
Suspicion CBP (n=58) 53 91.3 18 31.03 13 22.4 1 1.72 - - - -
Suspicion de HAI (h=7) 3 42.8 1 14.2 1 14.2 5 71.4 - - 1 14.2
Suspicion de HAI et CBP
uspicion fou 15 83.3 6 333 | 7 | 388 | 2 11.1 ] 5.5 - .
(h=18)
Suspicion de LES (n=25) 4 16.4 - - - - - - 1 4.2 - -
Suspicion de PM (n=13) 2 15.4 - - 1 7.7 1 7.7 - - - -
Suspici 16 .
uspicion de sclérodermie ~ B ~ ~ _ _ ] 333 ~ B B ~
(n=3)
Suspicion de Gougerot ] 55 ~ ~ B B B B ~ B B B
Sjogren (n=4)
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Tableau VIII : Spécificités des AAN retrouvés selon les pathologies suspectées

Autoanticorps recherchés

Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
Pathologie PL7 PL12 Anti-SRP | Anti-DNA ardGeseme | igemne PMScl Anti-Jo1 Scl70 CNP-B Anti-Sm Sm/Rnp Anti-SSA | Anti-SSB
suspectee  'NT o [ N[ % [ N[ % | N| % N % |N| % |[N|] % [N[ % [N[] % [N] | N|] % |N|] % | N| % |[N|] %
CBP (n=58) - - - - - - 1 1.7 1 1.7 1 1.7 | - - - - - - - - - - - - 2 3.4 1 1.7
HAI (n=7) - 1143 - - 1 [143] 1 w3l - -1-1 -1-1-1-1-1-1-1-1-1- - - - |- -
HAI et/ou
=1y | | |V SS - - - - 1-1-1-1-1-1-1-t-1-1-1-1-1-1 - 1155|155
LES (n=25) 1142 - - - - 12 | 45.8 15 38.5 3183 - - - - 1 4.2 1142|121 50]13]|542]| 11458 ] 3| 125
DPM (n=13) 1177 4 30 31 23.1 - - 1 7.7 - - 21154 1| 4] 30.8| - - - - 1 7.7 1 7.7 5 385 | 1 7.7
Sclérodermie

- - - - - - - - - - - - - - - - 11333 - - - - - - 1 333 1| 33.3
(n=3)
Gougerot
Sjogren - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 75 3 75
(n=4)
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VIl. Spécificités d’anticorps antinucléaires et anti-tissus selon les

aspects a I'lFl :

La présence des anticorps anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-Sm/Rnp et anti-Jo1 était
caractérisée par un aspect nucléaire moucheté chez 10 patients de notre série, lesquels avaient
également un aspect cytoplasmique associé.

Les Ac anti-nucléosomes, anti-DNA et anti-histones étaient caractérisés par un aspect
nucléaire mixte de type homogéne-moucheté chez 20 patients, et étaient également associés a
un marquage cytoplasmique.

Une fluorescence cytoplasmique non spécifique a également été retrouvée chez 8 patients
ayant des Ac anti-PL7, anti-PL12 et anti-SRP, associée a un aspect nucléaire moucheté.

Les Ac anti-M2 étaient caractérisés par une fluorescence cytoplasmique, présente dans 37
cas, associée a un aspect nucléaire mixte chez 24 d’entre eux.

L'Ac anti-F-actine était associé a un aspect cytoplasmique non spécifique chez 5 cas, dont
un cas avait un marquage cytoplasmique de type filamenteux. Trois de ces patients avaient un
aspect nucléaire moucheté associé.

La présence des anticorps anti-tissus était également observée chez nos patients :

-I'anti-LC1et I'anti-SLA sont associés a un aspect nucléaire moucheté et a un aspect
cytoplasmique non spécifique (2 cas).

-I’anti-GP210 et I'anti-SP100 sont associés a un aspect nucléaire mixte et a un aspect
cytoplasmique non spécifique ainsi qu’a un aspect cytoplasmique filamenteux (23 cas) (Tableau

1X)
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III ";E, . | P [ s . . I, . e | | 3 I’IFI
Marquages cytoplasmiques Marquage cytoplasmique associé au marquage nucléaire
Aspect cytoplasmique non spécifique GranulofilamenteuX Filamenteux Granulaire Aspect cyt.oplasmique
Granulofilamenteux
Filamenteux |Granulofilamenteux| Non spécifique Aspect Aspect .
nucléaire nucléaire f\s.pect. Aspect nucléaire moucheté Aspect .nuclealre
homageéne moucheté nucléaire mixte mixte
N=7 P N=7 P N=59 P N=2 P N=14 P N=29 P N=1 P N=2 P N=1 P N=5 P
Anti-SSA - - - - 8 13.5 1 50 3 21.4 9 31 1 100 - - - - 1 20
Anti-SSB - - - - 3 5.08 - - 2 14.2 4 13.8 1 100 - - - - - -
Anti-Sm - - - - 5 8.47 - - 1 7 5 17.2 - - - - 1 100 - -
Anti- - - - - 5 8.47 - - 1 - 6 207 | - - - - 1 100 - -
Sm/Rnp
Anti-Scl70 1 14 - - 1 1.69 - - - - - - - - - - - - - -
Anti-Cnp-B - - - - - - - - - - 1 3.4 - - - - - - - -
Anti-Jo1 - - - - 2 3.38 - - 1 7.14 1 3.4 - - - - - - - -
::z;osome - - - - 8 13.5 - - - - 9 31 - - - - - - 1 20
Anti-DNA - - - - 7 11.86 - - - - 6 20.7 - - - - - - 1 20
Anti-histone - - - - 2 3.38 - - - - 2 20.7 - - - - - - 1 20
Anti-PMScl - - - - - - - - - - 1 3.4 - - - - - - 1 20
Anti-SRP24 - - - - 3 5.08 - - - - - - - - - - - - - -
Anti-PL7 - - - - - - - - 1 7.1 1 3.4 - - - - - - - -
Anti-PL12 - - - - 2 3.1 - - - - 3 10.3 - - - - - - - -
Anti-M2 6 85.7 7 100 37 62.7 2 100 8 57.1 12 41.4 - - 2 100 - - 4 80
Anti-LC1 - - - - - - 1 50 1 7.1 - - - - - - - - - -
Anti-SLA - - - - 1 1.69 - - - - - - - - - - - - - -
Anti-F-actine - - - - 5 8.47 - - 3 21.4 - - - - 1 50 - - 2 40
Anti-GP210 1 14.2 - - 12 20.33 - - 6 42.8 - - - - 2 100 - - 1 20
Anti-SP100 2 28.5 1 14 11 18.64 - - 3 - 6 20.7 - - 1 50 - - 1 20
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VIII. Diagnostic retenu en fonction du type d’anticorps retrouvé :

Nous avons colligé un total de 128 patients dont les résultats d’analyse ont montré : 79
cas de cholangite biliaire primitive, 6 cas d’hépatite auto-immune, 20 cas de lupus érythémateux
systémique et 10 cas de polymyosite. Le reste des cas est réparti comme suit :

e 4 cas de syndrome de Gougerot Sjogren

e 1 cas de sclérodermie.

e 7 cas présentent une cholangite biliaire associée a une hépatite auto-immune (overlap
syndrome).

¢ 1 cas de cholangite biliaire associé a une polymyosite.
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Tableau X : Répartition des diagnostiques retenus chez nos patients selon les étiologies

suspectées

Diagnostic suspectée Nombre Type d’anticorps Diagnostic retenu
Cholangite biliai
57 | Anti-M2/anti-GP210/anti-SP100 clangtte brilaire
- . primitive
Suspicion de cholangite i ) i i . ;
o L 58 Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine | Hépatite auto-immune
biliaire primitive N ) ) ) .
1 associé a anti-M2 /anti-M2 /anti- associée (overlap
SP100/anti-GP210 syndrome)
Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine Hépatite auto-immune
3 | associé a anti-M2 /anti-M2 /anti- et CBP (overlap
SP100/anti-GP210 syndrome)
Suspicion de HAI et Cholangite biliaire
uspicion de HAI et/ou 18 | 14| Anti-M2/anti-GP210/anti-SP100 are
CBP primitive
Anti-M2/anti-GP210/anti-SP100 Cholangite biliaire
1 associé a anti-Jo1/anti-PL7/anti- primitive associée a
PL12 une polymyosite
Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine Cholangite biliaire
2 | associé a anti-M2 /anti-M2 /anti- primitive associée
Suspicion de d’hépatite SP100/anti-GP210 (overlap syndrome)
auto-immune 7 4 Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine | Hépatite auto-immune
Cholangite biliaire
1 | Anti-M2 /anti-GP210/anti-SP100 are
primitive
) ) ) Cholangite biliaire
4 | Anti-M2 /anti-GP210/anti-SP100 primitive
Suspicion de lupus o5 | 1 Anti—PL7 /anti-PL12/anti-Jo1 Polymyosite
érythémateux systémique ] i ) ) , ,
20 Anti-nucléosome/anti—-DNA/anti- Lupus érythémateux
Histone/anti-Sm/anti-Sm/Rnp systémique
Cholangite biliai
2 | Anti-M2/anti-GP210/anti-SP100 clangrte biilaire
primitive
7 Anti-PL7/anti-PL12/anti-Jo1 Polymyosite
Suspicion de polymyosites | 13 ] ] ] ]
3 Anti-PL7/anti-PL12/anti- Polymyosite
Jo1/anti-SRP24 (myopathie nécrosante)
1 Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine | Hépatite auto-immune
3 Anti-SSA/anti-SSB Gougerot Sjogren
Suspicion de Gougerot ] o
4 . ) ) Cholangite biliaire
Sjogren 1 Anti-M2/anti-GP210/anti-SP100 .
primitive
1 Anti-LC1/anti-SLA/anti-F-actine | Hépatite auto-immune
Suspicion de sclérodermie 1 Anti-SSA/anti-SSB Gougerot Sjogren
L 3
systémique ] Sclérodermie
1 Anti-Scl70 ..
systémique
128
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. Généralités

1. Les anticorps antinucléaires :

Historigue et cadre nosologique :

Appelés initialement facteurs antinucléaires, les anticorps anti-nucléaires (AAN) ont été
découverts indirectement en 1948 suite a I'observation in vitro du phénomeéne de
nucléophagocytose par HARGRAVES. La cellule de Hargraves ou cellule LE est un polynucléaire
neutrophile phagocyte le noyau lysé d'une autre cellule. Le cytoplasme de cette cellule comporte
donc une inclusion hématoxylophile, couleur Lilas ou cyclamen, qui repousse le noyau normal en
périphérie. La mise au contact du sérum du malade et de leucocytes de sujets normaux permet de
reproduire le phénoméne de nucléophagocytose qui traduit en fait la présence d'anticorps anti-
nucléaires dans le sérum du malade. Ces anticorps ont des spécificités différentes : on distingue
ainsi les anticorps anti-acide désoxyribonucléique (ADN), les antihistones et les anti-antigénes
solubles du noyau.

Les AAN ne sont spécifiques ni d'organes ni d'espéces. lls sont dirigés contre les
constituants normaux du noyau cellulaire, parfois du cytoplasme. lls appartiennent généralement

aux trois principales classes d'Immunoglobulines (Ig) : 1gG, M, A.

Le role pathogénigue des AAN :

La présence d’autoanticorps dans le sérum des sujets ne signifie pas qu’ils soient
pathologiques (c'est-a-dire associés a une MAI) et/ou pathogeénes (c'est-a-dire impliqués dans la
genése des lésions cellulaires et/ou tissulaires a I'origine des manifestations cliniques). On
distingue schématiquement 3 types d’autoréactivité : naturelle, induite ou associée a une maladie
auto-immune.

L’autoréactivité « naturelle » se définit par la présence d’autoanticorps dans le sérum des

sujets normaux en dehors de tout processus pathologique. Les autoanticorps « naturels » sont en
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régle de classe IgM, polyréactifs (reconnaissant plusieurs antigenes) et de faible affinité pour les
antigenes. L’'incidence de ces autoanticorps augmente avec I’'dge en raison d’une baisse de
I’activité suppressive des cellules NK. C’est ainsi que sont mis en évidence les facteurs rhumatoides
(FR) de classe IgM (test de fixation du latex), les AAN et les anti-phospholipides chez les sujets de
plus de 60 ans, et cela a une fréquence de 5 a 10%. Enfin, les femmes produisent davantage
d’autoanticorps naturels (role favorisant des cestrogenes) que les hommes.

L’autoréactivité « induite » résulte, entre autres, de I’activation polyclonale des lymphocytes
B. Celle-ci est consécutive, soit a un état inflammatoire chronique lié a une infection chronique
bactérienne (endocardite), virale ou parasitaire, avec production le plus souvent de FR mais aussi
d’AAN, d’anti-phospholipides, de pANCA, etc, soit a une exposition a certains traitements
(antiarythmiques, antihypertenseurs [B-bloquants], psychotropes, anticonvulsivants,
sulfasalazine, anti-TNF, interférons) qui induisent I’apparition d’AAN, d’antihistones et/ou d’anti-
phospholipides voire de pANCA (minocycline)et qui n’ont habituellement pas de signification
pathologique, soit a une exposition a des toxiques (colorants, trichloréthyléne...).

L’autoréactivité « pathologique » est celle associée aux MAI (tableau Xl). Elle n’est pas
nécessairement dissociée de l'autoréactivité « naturelle » car elle résulte généralement d’un
processus de sélection médié par I'antigéne, qui induit des mutations somatiques au niveau des
régions variables des immunoglobulines, conduisant a la production d’autoanticorps de classe
IgG, en régle monospécifiques (se liant a un seul antigéne) et de forte affinité. En outre, tous les
autoanticorps pathologiques ne sont pas pathogénes. En effet, la présence d’autoanticorps
associés a une connectivite est dans bon nombre de cas qu’un épiphénoméne, la production de
ces autoanticorps étant associée a l'activité de la maladie (comme les FR dans la PR), a
I'inflammation chronique (cas du pANCA) ou a une réponse auto-immune médiée par les

lymphocytes T.
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Tableau XI : Classification des maladies auto-immunes spécifiques et non spécifiques d’organe

[64]

Maladie auto-immune non
spécifique d’organe

Maladie auto-immune spécifique d’organe

Lupus systémique
Syndrome de Gougerot
Sjogren

Syndrome de Reiter
Polyarthrite rhumatoide
Sclérodermie systémique
Polymyosite dermatomyosite
Connectivite mixte
Polychondrite atrophiante
Vascularite primitive
Syndrome des anti-
phospholipides

Glandes endocrines :
-thyroidites (basedow, Hashimoto)
-diabéte type 1
-maladie d’Addison (surrénales)
Foie et tube digestif :
-Hépatopathies auto-immunes
:(cholangite biliaire primitive, hépatite auto-immune
cholangite sclérosante)
-maladie ceeliaque
-maladie de Biermer
Appareil neuromusculaire :
-sclérose en plaque
-myasthénie
-neuropathies et encéphalo-myélites auto-immunes

Peau :
Maladie bulleuse auto-immune, vitiligo, psoriasis

La recherche des autoanticorps :

La recherche des autoanticorps est un examen trés régulierement utilisé dans les situations
cliniques peu claires. Leur détection repose sur une démarche en cascade avec deux méthodes qui
sont habituellement utilisées pour rechercher les AAN (figure-6) Il faut commencer par un
dépistage a I'aide d’'une immunofluorescence indirecte, puis si celui-ci est positif, il se poursuit
par une étape d’identification grace aux techniques immunoenzymatiques, types ELISA,
immunodot, immunoblot ou autres, et dont I'objectif est la caractérisation du ou des antigenes

cibles reconnus par I’AAN dépisté [7].
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Recherche d"ANA (1/B0)
(IFl sur Hep-2)
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moucheté : anticorps antinucléoprotéine
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Figure-6 : Démarche diagnostique pour la recherche et I'identification des AAN [7]

2. Méthodes de détection des AAN :

De nombreuses méthodes sont utilisées pour la recherche des autoanticorps. Elles
consistent a visualiser I'interaction de ’autoanticorps a rechercher avec son antigene cible a I'aide
d’un anticorps anti-immunoglobulines humaines marqué par un fluorochrome, une enzyme, un
isotope radioactif ou un luminogene (appelé aussi conjugué). L'immunofluorescence indirecte (IFl)
sur des préparations cellulaires ou coupes de tissus est le plus souvent une technique de
dépistage. Les techniques immunoenzymatique radio-immunologiques, fluorimétriques ou la
chimiluminescence permettront d’identifier la cible des autoanticorps dépistés mais aussi de

rechercher des autoanticorps de facon directe et spécifique [8].

Principe et Technigue d’immunofluorescence :

a. Historique :
Certaines substances possédent la particularité d’émettre une lumiere d’une certaine
couleur lorsqu’elles sont illuminées par une source lumineuse d’une autre couleur : elles sont dites

luminescentes. Si la lumiére émise est générée dans le millionieme de seconde on parlera alors de
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fluorescence. Les molécules fluorescentes (fluorophore ou fluorochrome) absorbent de I’énergie
lumineuse (lumiere d’excitation) et la restituent rapidement sous forme de lumiere de plus grande
longueur d’onde (lumiére d’émission). Une fois I’énergie du photon absorbée, la molécule se
trouve dans un état électroniquement excité et c’est I’émission d’un photon de plus grande
longueur d’onde qui permettra le retour a I’état fondamental de la molécule.

En 1941, AH Coons et NK Kaplan ont été les premiers a coupler une molécule fluorescente

a un anticorps pour permettre la détection spécifique d’un antigene sur une coupe de tissu [9].

b. Définition :

L'immunofluorescence indirecte (IFl) est la technique de référence pour le dépistage des
ANA. Elle repose sur 'utilisation de cellules HEp2 (Human Epithelial cell line type 2), dérivées d’une
lignée tumorale (carcinome laryngé), dont les structures nucléaires sont reconnues par I’Ac du
patient [9]. Ces cellules offrent I'avantage de présenter de multiples mitoses, utiles a
I'interprétation et a I'identification des différents types d’auto-Ac [62,61]. En pratique, les lames
sur lesquelles ont été cultivées les cellules HEp-2 sont incubées avec le sérum du patient a des
dilutions croissantes. Les Ac fixés sur ces cellules sont ensuite révélés grace a un conjugué anti-
IgG humaine couplé a un fluorochrome (figure-7). La lecture des lames et leur interprétation se
font a I'aide d’un microscope a fluorescence. Le seuil de détection (ou de positivité) utilisé est

généralement de 1/160 éme chez I'adulte et 1/80&me chez I’enfant [60].

Direct indirect
[ I Amtigen

® & #n  Pramary Anlibody
= ‘gj\ Secondary Antibody

@ Flucrophore

La figure-7 :Correpond a un principe d'immunofluorescence indirecte et directe
c. Principe :
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La technique d’immunofluorescence indirecte (IFl) est une technique basée sur la détection
au niveau sérique d’une réaction antigéne/anticorps. Elle s’effectue en deux temps : le complexe
antigene-anticorps est révélé par un anticorps marqué spécifique de l'isotype du premier
anticorps. Lors d’une premiére incubation, le sérum du patient, source potentielle d’autoanticorps,
est mis au contact d’un substrat (tissus ou cellules déposés dans les puits d’une lame de
microscope).

Apreés lavage, pour éliminer les protéines fixées faiblement de maniére non spécifique, une
deuxiéme incubation est réalisée avec un antisérum spécifique des immunoglobulines humaines
marqué par des fluorochromes. Ces derniers sont des substances ayant pour propriétés d’émettre
une fluorescence dans le visible lorsqu’ils sont excités par une lumiére dans les longueurs d’onde
de l'ultra-violet. Trois fluorochromes sont d’utilisation courante : I’isothiocyanate de fluorescéine,
la phycoérythrine et la rhodamine. La lecture se fait a I’aide d’un microscope a fluorescence équipé

en épilumination.

Les techniques immunoenzymatiques :

a. La méthode ELISA :

L’ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), également appelée EIA (enzyme immuno
assay) est une technique de détection immunoenzymatique des complexes antigenes-anticorps
d’intérét et cela grace a une réaction colorée produite par I'action d’une enzyme préalablement
fixée a un anticorps ou a un antigene sur un substrat. L’intensité de la coloration obtenue, mesurée
par spectrophotométrie, est proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et donc a la
concentration d’anticorps (Ac) ou d’antigene (Ag) recherchés. Le résultat peut étre exprimé de
maniére qualitative, ou semi-quantitative par comparaison de la densité optique de I’échantillon
avec celle d’une série de calibrateurs, ou quantitative si I’on utilise une gamme étalon (solution de
concentration connue de I’analyte). Le seuil de détection des ELISA quantitatives est de I'ordre du
pmol/Loung/L[11 12].

Il existe différents types d’ELISA (figure-38) :

-31-



Diagnostic immunologique des aspects cytoplasmiques a I'immunofluorescence indirecte

o ELISA direct : analyte d’intérét (Ag ou Ac) est adsorbé sur une microplaque. Aprés
fixation, celui-ci est révélé a I'aide d’un Ac primaire ou d’'un Ag marqué par une
enzyme.

o ELISA indirect : I'Ag spécifique de I’Ac recherché est adsorbé sur une microplaque.
Aprés fixation, I’Ac d’intérét est révélé a I'aide d’un Ac secondaire marqué par une
enzyme.

o ELISA sandwich : un Ac primaire spécifique de I’Ag d’intérét est adsorbé sur une
microplaque. Apres fixation, I’Ag est révélé a I'aide d’un Ac secondaire marqué par
une enzyme. Cette technique nécessite 2 Ac monoclonaux (Acm) reconnaissant des
épitopes différents de I’Ag.

OELISA par compétition : I'analyte d’intérét entre en compétition avec I’Ag ou Ac marqué
pour la liaison a l'analyte adsorbé. On mesure la fraction liée qui diminue
exponentiellement avec la concentration en analyte a doser. Cette méthode nécessite
I'emploi d’un traceur, qui est un analogue de I’analyte marqué par une enzyme. Elle

permet la détection de petites molécules type haptéenes [11,12].

i
i N
osim MmN

T OT C )%

DIRELT ELISA INDIRECT ELISA SANDWWICH ELISA COMFETITIVE ELISA

Figure-8 : Représentation schématique du principe des différents types d’ELISA.

b. La méthode immunodot/blot :
C’est une méthodologie utilisée pour I'identification d’anticorps anti-antigénes nucléaires
solubles, déposés sous forme de gouttes et fixés sur des bandelettes de nitrocellulose. Les

bandelettes sont ainsi incubées avec le sérum du patient étudié (Figure9. et 10). [13].
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Comme I’ELISA, la technologie Immunodot ou blot est la seconde étape pour la

confirmation de la spécificité antigénique des différents AAN.

Figure-9 : Représentation schématique de la technique d’immunodot
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Figure -10 : Résultat d’autoanticorps identifiés par une technique d’immunoblot

c. La méthode de chimioluminescence :

En chimioluminescence, technique apparentée a I’ELISA, le conjugué est marqué par un
composé chimioluminescent, c’est-a-dire capable de produire de la lumiére en présence de
solutions d’activation (par exemple I’ester d’acridinium qui, a pH alcalin, émet de la lumiére). La
réaction chimioluminescente (éclair de lumiére) résultante est mesurée en unités relatives de

lumiére (URL) par un photomeétre et comparée au signal d’un contrdle en valeur seuil.
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Autres techniques :

Les performances de ces méthodes sont également tributaires de la nature et de laqualité
des sources antigéniques utilisées tout comme de leur environnement technique propre.

La fluorimétrie en flux (technologie Luminex®), dérivée de la cytométrie en flux, peut étre
utilisée pour rechercher des panels d’anticorps définis par les firmes.

Les méthodes radio-immunologiques, en phase liquide ou solide, sont utilisées pour la
recherche de certains autoanticorps trés particuliers. Elles sont indispensables pour la recherche
des autoanticorps anti-récepteurs membranaires (récepteurs de I'acétylcholine, MuSK) et des

anticorps anti-canaux ioniques (potassiques, calciques). [8]

3. Détection des anticorps antinucléaires

Les AAN sont habituellement recherchés par immunofluorescence indirecte (IFl) sur la
lignée cellulaire humaine HEp2 (carcinome laryngé). Elle se faisait, jadis, sur des coupes tissulaires
animales, notamment des coupes de foie de rat. Bien que ce dernier substrat ne doit plus étre
utilisé seul, il reste néanmoins utile et complémentaire des analyses effectuées sur les cellules
HEp2. Le seuil de positivité a régulierement évolué dans les derniéres années et celui qui est
généralement retenu de nos jours est de 1/160 éme Classiquement, la fluorescence observée est
de type homogéne, mouchetée, nucléolaire cerclée et/ou en dot. Chacun de ces aspects de
fluorescences peut s’observer de maniéere isolée ou associée aux autres aspects [10].

La positivité du test de dépistage par IFl indique la présence d’anticorps dirigés contre un
ou plusieurs antigenes nucléaires.

L’aspect homogene est typiquement associé a la présence d’anticorps anti-dsDNA (double-
stranded DNA), trés évocateurs d’un lupus érythémateux systémique (LES), alors que I'aspect
moucheté correspond a la présence d’autoanticorps connus sous le terme d’ENA (extractable
nuclear antigéne : SSA, SSB, Sm, RNP, Scl70, ACA...) rencontrés dans de nombreuses maladies
auto-immunes (tableau XI). On décrit parfois aussi une fluorescence de type nucléolaire rencontrée

notamment dans un contexte de sclérodermie [15].
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Tableau XIlI : Aspect des anticorps antinucléaires sur cellules Hep-2.

Aspect Antigénes Maladies associées
Homogeéne dsDNA, histone Anti-ADN natif, LES
anti-histone, anti-nucléosome

Moucheté : - grossier -RNP, Sm -MCTD, LES

-moyen -SSA, SSB -Sjogren, LES

—fin -Scl70 -Sclérodermie

—discret -centromeére -CREST
Nucléolaire ARN polymérasel, Anti-PM/Scl Sclérodermie

Le type de la fluorescence observée et le titre des anticorps sont des éléments qui orientent
le biologiste lors de la caractérisation des spécificités antigéniques reconnues, dans ce cas, en
utilisant une ou plusieurs méthodes permettant l’identification des différentes spécificités

autoanticorps suspectées [13].

4. Principaux aspects des anticorps antinucléaires et leur signification clinique

Pour des raisons de commodité, ces spécificités seront classées ici en fonction du type de

fluorescence donnée sur cellules HEp2.

Fluorescence nucléaire

a. Fluorescence nucléaire homogéne :

Une fluorescence homogéne des noyaux (photo-1) peut étre donnée par différentes
spécificités antinucléaires, dominées avant tout par les réactivités anti-ADN (figure-11),
antinucléosomes et antihistones. Elle peut, lorsque le titre d’anticorps antinucléaires est élevé,
donner un renforcement périphérique (photo-2), lequel doit étre distingué de la fluorescence
cerclée. Celle-ci se caractérise par un liseré fin, dessinant la périphérie du noyau et témoigne de

la présence d’anticorps dirigés contre des structures de I’enveloppe nucléaire [21].
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Les anticorps anti-ADN :

Deux spécificités doivent étre distinguées : anti-ADN simple brin (ssDNA pour single
stranded DNA) et anti-ADN double brin (dsDNA). La premiére variété (anti-ssDNA) n’a aucune
valeur diagnostique. Elle est fréquemment observée chez les malades possédant des anticorps
anti-phospholipides (APL) et antimitochondries de type M5. En revanche, les anticorps anti-dsDNA
ont une grande valeur diagnostique pour le lupus érythémateux systémique (LES), bien qu’ils n’en
soient pas strictement spécifiques. Ills s’observent en effet, quoique rarement, au cours de la
polyarthrite rhumatoide, du syndrome de Sharp (connectivite mixte), du syndrome de Gougerot-
Sjogren, du SAPL, et des hépatopathies auto-immunes et médicamenteuses.

Le titre des anticorps anti-dsDNA suit fidelement I'activité de la maladie lupique. En
général, ce titre augmente précocement, précédant I'apparition de manifestations cliniques,
hématologiques ou biologiques (rénales etc.), invitant le praticien a surveiller de maniére plus
rapprochée le patient et éventuellement a ralentir ou a cesser de diminuer la corticothérapie (et/ou

le traitement immunosuppresseur) [10].

Photo 1 : Aspect IFI de type Homogéne évocateur d‘anticorps anti- ADNn

Les anticorps anti-histones :
Les cibles de ces anticorps sont les histones H1, H2 A, H2B, H3 et H4. Elles peuvent étre
identifiées par Elisa ou western blot. Cette réactivité n’est pas spécifique d’une pathologie
particuliere. Elle se rencontre au cours du LES, de la polyarthrite rhumatoide, de I'arthrite

chronique juvénile, du syndrome de Gougerot-Sjogren, de la sclérodermie, de la cholangite biliaire

- 36 -



Diagnostic immunologique des aspects cytoplasmiques a I'immunofluorescence indirecte

primitive, voire au cours de certaines infections. Elle se voit de maniére pratiquement constante
au cours du lupus induit (notamment les formes induites par la procainamide la quinidine ou la
D-penicillamine), avec un intérét tout particulier accordé a la spécificité anticomplexe H2 A/H2B.
Cette réactivité n’est cependant pas spécifique du lupus induit. Lors de ['utilisation des
médicaments cités ci-dessus le diagnostic de lupus induit est notamment suspecté. L’absence
d’une telle réactivité constitue-t-elle un argument de poids contre cette hypothese diagnostique
? L’évolution des manifestations (dont la présence d’AAN) a I’arrét du médicament est sans doute

déterminante pour retenir ou écarter ce diagnostic [30].

Photo-2 : Aspect IFl des anticorps anti-histones

Les anticorps antinucléosomes :

Ces anticorps reconnaissent une unité fonctionnelle composée d’ADN bicaténaire et
d’histones (160 paires de bases enroulées autour d’un octamere d’histones). lls doivent étre
distingués des anticorps réagissant sélectivement avec I’ADN ou les histones. lls sont
généralement détectés par Elisa. lls s’observent dans 70 a 80 % des LES, y compris les formes ou

mangquent les anticorps anti-dsDNA. Leur apparition pourrait précéder celle des anticorps anti-
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dsDNA. Leur présence et leur titre seraient corrélés a I’activité de la maladie et a la survenue d’une
atteinte rénale. lls peuvent également s’observer au cours de la connectivite mixte et de la
sclérodermie ainsi que chez le sujet infecté par le VIH. Malgré I'intérét physiopathologique réel
des autoanticorps, leur place exacte dans le diagnostic et le suivi du LES n’est toujours pasclaire.
D’ailleurs, contrairement aux anticorps anti-dsDNA, ils ne font pas partie des critéres révisés de
I’ACR pour le diagnostic du LES et leur recherche reste limitée a un petit nombre de laboratoires

[10].

Photo 3: Aspect IFl d’anticorps anti-nucléosome

b. Fluorescence nucléaire mouchetée :
Elle est principalement produite par les anticorps anti-antigénes nucléaires solubles
appelés aussi anti-ENA (ou anti-ECT). lls peuvent étre dirigés contre une grande variété de cibles
antigéniques identifiables par des tests de sensibilité et de spécificité inégales : double

immunodiffusion (actuellement abandonnée), western-blot, Elisa, dot-blot.

Les anticorps anti-snRNP :

Il s’agit d’anticorps dirigés contre une famille de ribonucléoprotéines jouant un role
important dans I'épissage des ARN pré messagers. Il existe cinq grandes familles de snRNP : UT,
U2, U4, U5 et U6. Ces ribonucléoprotéines peuvent s’associer a un grand nombre de peptides (plus
de 11ont été rapportés), dont le poids moléculaire varie de 11 a 70 kD (p70, A, A’, B, B’, B”’, C, D,

E, F et G). Les anticorps anti-UT snRNP (constitués de U1 et des peptides p70, A et C) sont ceux
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habituellement recherchés en pratique clinique (photo-3). lls sont utiles voire indispensables au
diagnostic de la connectivite mixte ou du syndrome de Sharp (syndrome de chevauchement
associant des manifestations de lupus, de sclérodermie, de polymyosite et des doigts « boudinés
»), ol ils sont observés dans 100% des cas. Mais ils peuvent se rencontrer aussi dans 20 a 25 %
des LES, dans le syndrome de Gougerot-Sjogren, dans la sclérodermie ou lors d’une polymyosite.
Des formes apparemment séveres de polymyosite, souvent associées a une pneumopathie
interstitielle, a une neuropathie périphérique et a des anticorps anti-U1snRNP,ont été rapportées
chez des sujets noirs. Le pronostic est généralement bon avec une excellente réponse a la
corticothérapie, malgré la présence de signes considérés habituellement comme des critéres de
mauvais pronostic : tels que l'atteinte pulmonaire interstitielle, et les signes biologiques
inflammatoires. Les autres anticorps anti-snRNP ont une valeur diagnostique bien moindre : anti-
U2nRNP (A’ et B”’) et anti-U4/U6nRNP lesquels se voient dans des sclérodermies avec ou sans

myosite, dans une connectivite mixte ou lors d’un syndrome de Gougerot-Sjogren[21].

Les anticorps anti-Sm :

IIs sont fréquemment associés aux anticorps anti-UTsnRNP. Le western-blot permet de
distinguer les deux spécificités, dans la mesure ou les anticorps anti-snRNP reconnaissent en
western blot la protéine p70 mais pas les polypeptides D (16 kD) et G, a I'inverse des anticorps
anti-Sm. Les anti-Sm se rencontrent dans 5-30 % des lupus, mais en sont fortement spécifiques.
Les situations, autres que le LES, dans lesquelles les anti-Sm ont été rencontrés, restent
exceptionnelles. Une surveillance réguliere de ces malades est souhaitable pour ne pas
méconnaitre I’apparition ultérieure d’une maladie lupique, d’autant plus que le patient avait une

symptomatologie clinique qui justifiait la recherche d’AAN [10].
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Photo 4: Aspect IFI d’anticorps anti-Sm/RNP
b.3. Les anticorps anti-Ro/SSA :

Ces anticorps sont dirigés contre diverses ribonucléoprotéines (dont les deux principales ont
des poids moléculaires de 52 et 60 kD). lls donnent en IFl un aspect moucheté des noyaux (photo-
5), de détection plus aisée depuis la commercialisation de cellules HEp2000 surexprimant, par
transfection, I'antigéne Ro/SSA. Cette spécificité peut étre identifiée essentiellement par dot-blot,
et/ou Elisa. La réactivité anti-Ro/SSA peut s’observer au cours du syndrome de Gougerot-Sjogren,
plus fréquemment lors les formes primaires (70 %) que secondaires (30 %). lls se voient également
au cours du lupus discoide, subaigu ou érythémateux disséminé ainsi que dans diverses autres
affections auto-immunes : polyarthrite rhumatoide, sclérodermie, polymyosite (avec activité anti-
JO1..). La singularité de ces autoanticorps réside dans le fait que malgré la grande diversité des
étiologies qui leur sont associées, ils gardent une valeur diagnostique appréciable dans un certain
nombre de situations :

e Le lupus sans anticorps anti-dsDNA ;

e Le lupus subaigu marqué par des lésions cutanées intéressant les zones photo-
exposées et une atteinte de la muqueuse buccale;

e Le lupus néonatal et le bloc auriculo-ventriculaire congénital. La survenue de ce trouble
conductif est rare (=1 a 5 % des enfants nés de meéres possédant une réactivité anti-
Ro/SSA, notamment de type anti-p52), variable selon la pathologie auto-immune sous-
jacente de la mere et imprévisible. Mais il est suffisamment grave pour justifier une

surveillance cardiaque étroite du feetus et du nouveau-né [21].
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Photo 5 : Aspect IFI des anticorps anti-Ro/SSA
b.4. Les anticorps anti-La/SSB :

Ces autoanticorps reconnaissent une phosphoprotéine de 48-52 kD qui pourrait étre une
protéase (ARN polymérase lll) associée a certaines formes d’ARN. lls s’observent dans 10 a 90 %
des syndromes de Gougerot-Sjogren (plus fréquemment dans les formes primaires) presque
toujours associés a une activité anti-Ro/SSA, ainsi que dans 5 a 20 % des LES (moins fréquemment

que les anti-Ro/SSA) et au cours du lupus néonatal [10].

Photo 6 : Aspect IFI des anticorps anti—-Ro/SSB

Les anticorps anti-Scl70
Il s’agit d’anticorps dirigés contre la topoisomérase de typel, dont le poids moléculaire est
de 86 a 100 kD (photo-7) Leur détection peut se faire par double immunodiffusion, dot blot et/ou

western-blot. lls s’observent dans 34 a 70 % des sclérodermies diffuses dont ils sont hautement
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spécifiques. Leur association a cette forme de sclérodermie d’évolution plus sévere que le
syndrome de CREST [CREST : correspond a I’abréviation des pathologies suivantes : syndrome de
calcinose sous-cutanée (C), maladie de Raynaud(R), dysfonction de I’;esophage (E), sclérodactylie
(S) et télangiectasies (T)], leur confére une valeur pronostique. Il est important de souligner que
les anticorps anti centromeéres et anti-Scl70 s’excluent en général : les premiers s’observant dans
le syndrome de CREST, les seconds dans la sclérodermie systémique. Néanmoins, dans moins de

0,5 % des cas, des anti-Scl70 anti centroméres peuvent coexister chez le méme patient [21].

Photo 7 : Aspect des anticorps anti-Scl70 a I'IFI

Les anticorps anti-Mi2 :
IIs sont dirigés contre diverses cibles, dont la protéine p240 (photo-6 et figure-11). lls se
voient essentiellement dans les dermatomyosites (15 a20 % des cas) et dans les polymyosites

(moins de 5 % des cas). [30].
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Photo-8: Aspect des anticorps anti—-Mi2 Figure-11 : Profil western objectivant la bande Mi2

c. Fluorescence nucléaire membranaire :

Les anticorps anti-gp210

IIs représentent le second marqueur immunologique de la CBP et sont actuellement les
seuls Ac anti-membrane nucléaire qui peuvent étre caractérisés en pratique courante. Ces Ac ont
d’abord été observés par IFl (sur foie de rat : aspect cerclé du noyau sans fluorescence nucléaire
(photo-14), ou sur cellules Hep-2 : marquage de la membrane nucléaire d’aspect ponctué) puis
par immunoblot a partir d’'une protéine d’enveloppe nucléaire, une glycoprotéine de 210 kD,
localisée a la jonction des membranes interne et externe en regard des pores nucléaires. Ces AAc
sont actuellement mis en évidence par ELISA avec une protéine recombinante ou un peptide
synthétique comprenant I’épitope dominant. La sensibilité des Ac anti-gp210 au cours de la CBP
est de 25 a 43 % avec une spécificité excellente (99 %). Par ailleurs, ces AAc présentent un réel
intérét dans les CBP séronégatives ou ils sont retrouvés dans 50 % des cas. Leur mise en évidence
affirme donc le diagnostic, méme en I'absence d'AAM2. Il semble établi que ces AAc soient des
marqueurs de mauvais pronostic. En effet, une mortalité plus importante a été observée dans le
groupe de CBP avec Ac anti-gp210. La plupart des études s’accordent sur le fait que la positivité
des AAc anti-gp210 est un facteur de risque de progression vers l'insuffisance hépatique,

augmentant ainsi le risque de transplantation et de déces [18].
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Photo 9 : Aspect des autoanticorps anti-gp210

d. Fluorescence nucléaire Dots multiples

Les autoanticorps anti-Sp100 :

Donnant par IFl un aspect a grains nucléaires multiples (« anti-nuclear dots antibodies »
ou NMD), les Ac anti-Sp100 sont retrouvés dans 10 a 30 % des CBP. Les Ac anti-PML («
promyelocytic leukemia ») ne seraient présents sans Ac anti-Sp100 associés que dans moins de 4
% des CBP. Une autre variété d’Ac, dits anti-Sp140 seraient également présents dans la CBP a une
fréquence d’environ 15 %. Ces derniers seraient surreprésentés chez les patients AAM2 négatifs
et seraient redondants avec les anti-Sp100 dans 95 % des cas. Le statut sérologique des Ac anti-
Sp100 ne varie généralement pas au cours de la maladie. Le suivi du titre de ces Ac pourrait
toutefois avoir un intérét : sa diminution serait corrélée a celle du “Mayo risk score’ et a une
meilleure réponse au traitement par AUDC (l'acide ursodésoxycholique). Ces Ac seraient également
associés a une progression histologique plus rapide de la maladie et a une fréquence plus grande
d’infection urinaire. Une étude récente a montré que la positivité des Ac anti-Sp100 n’a pas
d’influence significative sur le risque de décés, de transplantation hépatique, de décompensation

cedémato-ascitique ou d’hypertension [19] [59].
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Photo-10 : Aspect des autoanticorps anti-Sp100

Fluorescence nucléolaire :

a. Fluorescence nucléolaire homogene
Définis par I'aspect qu’ils donnent en IFl [dessinant le(s) nucléole(s)] (photo-8), ces
anticorps s’observent au cours de la sclérodermie (50 % des cas), des dermatopolymyosites (6 %),
de la PR (10 %), du syndrome de Gougerot-Sjogren (5 a 8 %) et moins fréquemment au cours du
LES, du lupus induit, du SAPL, des HTAP primitives et de maniere anecdotique dans diverses
affections auto-immunes et systémiques. Les principales cibles antigéniques sont PM/Scl,
nucleophosmine, Th RNP-lo, NOR-90, fibrillarine, RNA-PII et Ill, U3RNP et nucleoline. Les activités

PM/Scl et anti-RNAP méritent d’étre commentées [21].
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Photo-11 : Aspect de fluorescence nucléolaire

Les anticorps anti-PM-Scl :

Il s’agit d’autoanticorps qui réagissent avec un complexe multimérique composé de
diverses protéines (p100, p75 etp37) (photo-9). lls s’observent essentiellement dans les
dermatopolymyosites, notamment dans des syndromes de chevauchement associant une myosite
et une sclérodermie, définissant un sous—-groupe de patients ayant une incidence élevée de

phénomeéne de Raynaud, d’arthrite et de pneumopathie interstitielle. [30].

Photo 12 : Aspect IFl des anticorps anti-PM/Scl
a.2. Les anticorps anti-Ku :

Ces autoanticorps sont dirigés contre une hélicase. Leur détection peut se faire par dot blot
ou par western-blot (donnant un doublet typique de 70-80 kD). En IFl, ils donnent un marquage
nucléolaire mais plus souvent un aspect réticulé du noyau (photo-10). Leur valeur diagnostique
est limitée puisque ces anticorps peuvent s’observer au cours de la sclérodermie, notamment les
formes associées a une myosite, mais aussi au cours de la connectivite mixte, des LED (pres de 10

% des cas) et dans les HTAP [21].
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Photo 13 : Aspect IFI des anticorps anti-Ku

b. Fluorescence nucléolaire Dots

Les anticorps anti centromeres :

IIs se définissent par leur aspect en immunofluorescence indirecte (photo-14). Il est
possible, d’en préciser la cible exacte : CENP-A (p17), -B (p80), -C (p140), -D (p50), -F (p400),
mais une telle identification semble inutile en routine dans I’état actuel de nos connaissances. Il
est important de souligner que les études menées sur les anticorps anti-centroméres, notamment
celles relatives a leur valeur diagnostique et pronostique reposent uniquement sur leur
identification par IFI. lIs se rencontrent essentiellement au cours du syndrome de CREST (80 a 100
% des cas), forme de sclérodermie de relatif bon pronostic. Néanmoins, cette réactivité n’est pas
spécifique de ce syndrome et peut s’observer au cours du phénomene de Raynaud primitif isolé
(amenant a surveiller de maniére réguliere les patients, pour ne pas méconnaitre I'’émergence dans
le futur d’un syndrome de CREST). lls sont rencontrés aussi dans le syndrome de Reynolds (CBP +
sclérodermie) et au cours de diverses autres pathologies auto-immunes (LES, Gougerot-Sjégren,

GVH chronique). [21].
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Photo 14 : Aspect IFl des anticorps anti-centromeres

Fluorescence cytoplasmique :

Bien que la fluorescence nucléaire soit la plus fréquemment observée au cours de la
recherche d’AAN, on observe parfois une fluorescence cytoplasmique associée ou non aux AAN.
Elle peut correspondre a la présence d’anticorps anticytosquelette (actine, vimentine, tubuline),
anti-organites intracytoplasmiques (mitochondries, ribosomes, appareil de golgi, somes,
centrioles/ centrosomes) ou anti-cytosol (aminoacyl-ARNt-synthétases, SRP) [15].

L’aspect observé en immunofluorescence indirecte sera le reflet de la distribution cellulaire
de ces autoantigénes qui peuvent diffuser librement dans le cytosol ou au contraire étre inféodés
a une structure ou un organite particulier. Cet aspect apportera donc une orientation ou une
probabilité, mais non la preuve de la spécificité d’un autoanticorps pour tel ou tel antigene.
Nombre de ces autoanticorps seront d'ailleurs désignés par référence a I'organite ou la structure
macromoléculaire dont fait partie sa cible plutét que par la molécule elle-méme. Dés l'instant ou
une fluorescence cytoplasmique est considérée comme significative, ne relevant pas du simple
bruit de fond, son interprétation tiendra compte d'une part de son titre et d'autre part de son

aspect [16].

a. Lesautoanticorps donnant une fluorescence filamenteuse :
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Une premiere idée de la nature de la cible des Ac anti-cytoplasmiques est donnée par
I'aspect et la localisation de la fluorescence dans la cellule. Les Ac anticytosquelette apparaissent
sous forme d'une fluorescence cytoplasmique filamenteuse. Les images observées dépendent
cependant des conditions de culture et des fixateurs, en particulier pour les Ac antimicrofilaments

[16].

Les Ac anti-F-actine :

Les autoanticorps dirigés contre les filaments d'actine, définis a la fois sur cellules Hep-2
et sur coupes d'organes (photo-15) et avec un titre significatif, sont trés évocateurs d'hépatite
auto-immune de type | et y sont associés dans environ 85 % des cas. lls sont principalement de
classe IgG. IlIs sont cependant aussi rencontrés au cours de la cholangite biliaire primitive ou lors
des formes chevauchantes entre les deux entités. Les IgM peuvent également prédominer, a faible
titre, et peuvent accompagner certaines hépatites, notamment médicamenteuses, montrant

quelques similitudes avec I’hepatite auto—-immune de type | [22].

Photo 15 : Aspect des Ac anti-F-actine sur celles Hep2
b. Les autoanticorps donnant une fluorescence granulaire :

Anticorps anti-ribosome :
La présence d'autoanticorps dirigés contre I'appareil de Golgi (photo-16) avec un titre

élevé, supérieur ou égal au 1/5000 éme est presque toujours indicatrice d'une maladie
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systémique, en particulier d'un syndrome de Gougerot-Sjogren ou d'une polyarthrite rhumatoide
(le plus souvent un peu inhabituelle). Lorsque leur titre est moins élevé, la notion de néoplasie, de
lymphopathies, de tumeurs solides diverses et/ou la présence d'une atteinte hépatique ou parfois
rénale sont fréquentes. Des titres faibles et transitoires enfin peuvent faire envisager une infection
virale. Ceci a été bien décrit dans un modeéle animal. Les autoanticorps dirigés contre I'appareil de
Golgi ont pour ciblés toute une famille de molécules auxquelles a été attribué en général le terme
de golgines. Mais il ne semble pas actuellement que I'on puisse mettre I'une ou l'autre d'entre elles

en relation avec un sous-groupe particulier de malades [23].

Photo 16 : Aspect des anticorps anti-ribosome sur cellules Hep?2 :

Les anticorps anti- aminoacyl-ARNt synthétases :

Les anticorps anti-aminoacyl-ARNt synthétases sont dirigés contre des cibles libres dans
le cytoplasme, sont spécifiques chacun d'une seule synthétase et sont capables d'en bloquer
I'activité. On distingue essentiellement les anticorps anti-Jol (PL-1), anti-PL 7 et anti-PL12
(photos-17-18). Ces autoanticorps sont tres évocateurs d'une forme particuliére de polymyosite
de I'adulte, le syndrome des anti-aminoacyl-ARNt synthétases, dans lequel sont associés a la
myosite avec une grande fréquence, une atteinte pulmonaire interstitielle, des atteintes

potyarticulaires, un phénoméne de Raynaud et des mains de mécanicien [22]
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Photo 17 : Anticorps anti—-]JO1 sur cellules Hep-2.

Photo 18 : Anticorps anti-PL7 sur cellules Hep-2

Les anticorps anti-Jo-1 :

Un anticorps anti-Jo-1, qui catalyse la liaison de I'histidine a son ARN de transfert, est de
loin le plus fréquent puisqu'il représente 80 % des autoanticorps dirigés contre les aminoacyl-
ARNt synthétases décelés. C'est le seul qui soit actuellement assez facilement identifiable en
pratique de routine méme si des kits commerciaux commencent a proposer la possibilité
d'identifier d'autres spécificités. 1l a été individualisé lors de réactions de précipitation a la

recherche d'autoanticorps dirigés contre les antigenes nucléaires solubles. Les IgG1 prédominent
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au sein des anticorps anti-Jo-1 qui fluctuent en fonction de I’activité de la maladie. lls ont
également été retrouvés dans des polymyosites induites par la D-penicillamine. Des autoanticorps
dirigés contre la protéine appelée Ro52 coexistent fréquemment sans qu'il y ait pour autant de

réaction croisée entre les deux. [25]

Les anticorps anti-SRP

La fluorescence associée aux Ac anti-SRP est de type homogene en raison de la densité des
grains mais elle n'est pas aussi pateuse que celle donnée par les Ac anti-ribosomes, et le nucléole
n'est jamais marqué (photo-19). Cet aspect évoque la présence d'autoanticorps dirigés contre la
SRP, particule reconnaissant le peptide signal et conduisant ainsi au passage de la protéine en
cours de synthése dans le réticulum endoplasmique. La poursuite de I'analyse en
immunofluorescence indirecte sur coupes d'organe de rat permet d'observer un marquage
comparable a celui donné par les anticorps anti-ribosomes. Ces rares autoanticorps sont tres
évocateurs d'une forme particuliere de myopathie nécrosante peu inflammatoire de I'adulte qui

touche classiquement les femmes [26].

B

Photo 19 : Aspect des anticorps anti-SRP sur cellules Hep2, (A), sur coupe de foie (B),
sur coupe d’estomac (C)
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¢. Fluorescence granulo-filamenteuse

Les autoanticorps antimitochondries de type M2 :

Les anticorps antimitochondries de type M2 (photo-20) sont trés évocateurs de la
cholangite biliaire primitive (CBP) dans laquelle ils sont présents dans environ 95 % des cas. lls
sont quasiment absents chez les sujets sains ou atteints de maladies non auto-immunes. lls
apparaissent précocement au cours de la maladie, qu'ils peuvent précéder, et leur titre reste en
principe stable. lls peuvent également étre présents lors de I’'hépatite auto-immune de type | ou
lors d'affections associées a une CBP telles que le syndrome CREST, le syndrome de Gougerot-
Sjogren ou la thyroidite d'Hashimoto. lls peuvent donc coexister fréquemment avec les autres
stigmates immunologiques de la CBP, que sont I’élévation polyclonale des IgM ou la présence
d'autoanticorps dirigés contre la protéine gp210 des pores nucléaires ou contre la protéine sp100
des structures nucléaires en dots, ainsi qu’avec les autoanticorps anti-SSA et anti-SSB du

syndrome de Sjogren et les anticorps anti centroméres du syndrome CREST [24].

Photo 20 : Aspect des anticorps antimitochondries M2 sur cellules HEp2

d. Fluorescence homogene cytoplasmique

Les anticorps anti-SLA :
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Les Ac anti-SLA (soluble liver antigens) sont retrouvés au cours des HAI-1 chez I'adulte et
I’enfant avec une fréquence variant de 10 a 30% selon les auteurs, avec une spécificité supérieure
a 99%. lls sont également présents dans 15 a 20% des hépatites cryptogéniques qu’ils permettent
de reclasser en HAI-1, et dans 20% des formes mixtes associant CBP et HAI. Les Ac anti-SLA ont
été décrits comme marqueurs de mauvais pronostic (rémission plus difficile, plus de
transplantation hépatique et de déces). Ces Ac sont également décrits dans les récidives d’HAI
apres transplantation hépatique et dans les HAI de novo mais les effectifs étudiés restent faibles

[17].

Photo 21 : Aspect des autoanticorps anti-SLA

Les anticorps anti-LClet anti-LKM1 :

Ces Ac sont mis en évidence par IFl sur foie de rat (photo-22-23)mais leur détection peut
étre difficile en cas d’association aux Ac anti-LKMT1. |l existe de nombreuses techniques de
confirmation (dot blot, ELISA). La fréquence des Ac anti-LC1 dans I’HAI-2 varie de 30 a 50 % selon
les équipes lorsque I’antigene utilisé est un extrait du cytosol hépatique, et peut aller jusqu’a 70%
avec la protéine recombinante. Bien que principalement associés aux Ac anti-LKM1, 10 % des HAI-
2 présentent un Ac anti-LC1 isolé, et ces patients ont moins de maladies auto-immunes associées.
Leur spécificité n’est pas parfaite, ils peuvent étre détectés dans d’autres affections auto-immunes

du foie, en cas d’HVC ou de porphyrie cutanée tardive. Leur titre varie selon le stade de la maladie
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et le traitement utilisé. Leur présence est généralement associée a des formes histologiques

séveres d’HAI [20].

Photo 22 : Aspect des anticorps anti-LC1 a I’IFI

Photo 23 : Aspect des anticorps anti-KLMT1 a I'lFI

Au total, I'lFI sur cellules Hep2 permet de révéler différents types de marquage pouvant
concerner le noyau, la membrane nucléaire, le cytoplasme, et I'appareil mitotique. Ceci est lié a
une grande variété d’antigenes ciblés par différentes spécificités d’autoanticorps associés a
diverses maladies auto-immunes (tableau XlIl) [58] .Celle-ci peut étre associée a la présence
d’autoanticorps spécifiques connus, reconnaissant des structures antigéniques bien définies, et

témoins alors de pathologies auto-immunes particuliéres [20].
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Tableau XIII : Synthese des différents aspects de fluorescence des anticorps antinucléaires sur

ceIIl_JIes HEp2, avec leurs cib

Aspect de fluorescence sur cellules HEp2

es antigénigues et pathologies associées

Antigenes

Associations cliniques

ADNnN, Histone,

Homogene nucléosome(chromatine) Lupus
Homogeéne et membrane
nucléaire ADNn Lupus
Membrane nucléaire . Hépatites auto-immunes,
L Lamine
linéaire lupus
Membrane nucléaire Glycoprotéines des pores Cholangite biliaire primitive
ponctuée nucléaires (gp210) Polymyosite
Mouchetée granulaire trés . )
Mi-2 Dermatomyosite

dense (mitoses-)

Mouchetée grains épais,

Protéines de la matrice

Connectivite mixte ou
syndrome de Sharp Lupus

Nucléaire matrice nucléaire snRNP ) .
Rhumatismes chroniques
Mouchetée gros grains UT-snRNP (ou Sm) Connectivite mixte Lupus
Mouchetée arains fins SSA/SSB ARN LED, lupus cutané subaigu,
u i i 4
9 polymérases Il et Il Sjogren Sclérodermie
. . . Sjégren, Tumeurs
Mouchetée grains fins . ; i ; .
, . L ADP-ribose polymérase pulmonaires Hépatopathies
nucléaires et nucléolaires .
et polyneuropathies
Mouchetée grains trés fins | Scl-70 (topoisomérase |) Sclérodermie systémique
Cholangite biliaire primitive,
Dots nucléaires 2-6 P80-coiline+snRNP 9 L P
hépatites
o . . Cholangite biliaire primitive,
Dots nucléaires multiples Protéine Sp100 Sjogren, rarement lupus
Homogéne (+ noyau) PMScl Polymyosite-sclérodermie
. Ku, ADP-ribose Polymyosite-sclérodermie
Homogene polymérase Lupus, Sjogren, autres
Granulaire U3-snRNP 5 % Fibrillarine Sclérodermie systémique
Nucléolaire Moucheté ARN Pol | 30 % Sclérodermie systémique

Moucheté avec dots
mitotiques

NOR-90

Sclérodermie avec Raynaud

Dots nucléaires et
mitotiques

Centromeres (CENP-A/B)

Syndrome CREST

Liée au cycle
cellulaire

Nucléaire pléiomorphique

PCNA 1-3 %

Lupus

2 dots

Centrioles centrosome

Rhumatismes chroniques
Infections virales
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Tableau XIII : Synthese des différents aspects de fluorescence des anticorps antinucléaires sur

cellules HEp2, avec leurs cibles antigéniques et pathologies associées «suite»

Aspect de fluorescence sur cellules HEp2

Antigénes

Associations cliniques

Avec renforcement polaire

MSA-1 (NUMA I)

Lupus Sjogren CREST
Connectivite mixte Polyarthrite
ou non spécifique, Sclérodermie

systémique
Fuseau Corps intermédiaires MSA-2 (Midbody) Raynaud Ou non spécifique
mitotique MSA-3 Cancers

Grains périchromatiniens

Tubules du fuseau ...

Tubuline (NUMA II)

Maladies inflammatoires
chroniques infectieuses, auto-
immunes

Grains fins périnucléaires

Jo-1 (histidyl-tRNA
synthétase) ou autres

anti-synthétase (PL7,
PL12)

Polymyosite,
Dermatomyosite

Grains denses a
renforcement périnucléaire

Ribosomes
(phosphoprotéines P)

Lupus, neurolupus

Grains fins isolés

SRP (signal recognition
particle)

Polymyosites

Grains denses

, plus marqués a un

pole Réticulum
endoplasmique (P450)

Hépatites médicamenteuses

Cytoplasmique

noyau

Vacuolaire, grains de tailles Lysosomes Rarement lupus
L. L A, Rhumatismes chroniques
Périnucléaire, a c6té du . . .
Golgi Infections virales, Lupus, Sjogren

Syndromes lymphoprolifératifs

Réseau granulofilamenteux

Mitochondries M2

Cholangite biliaire primitive,
Sclérodermie Connectivite mixte

Fines fibres en faisceaux
traversant le cytoplasme

Muscle lisse de type
actine

Hépatite Al type I, Syndrome de
chevauchement HAI/CBP

Courts cables entre
membranes nucléaire et

Microfilaments

Maladies Al chroniques, non

périnucléaire et

prolongements
cytoplasmiques

Cytosquelette

intermédiaires
(cytokératine)

plasmique (vinculine) spécifique
. ] Filaments Non spécifique, HAI, Maladies
R_eseau c,ornplfexe de flne,s intermédiaires systémiques, colites, Behcet,
fibres, réticulé et enroulé (vimentine) GVH..
Réseau a renforcement . . .
Filaments Polyarthrite rhumatoide

Connectivite mixte, Non
spécifique

Fin treillis

Desmine

?

Fibres tendues entre noyau et
cytoplasme

Tropomyosine

Non spécifique
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Il. Discussion de nos résultats

1. Données sociodémographiques :

L’age :
La moyenne d’age dans notre étude (52,5 ans) est en accord avec plusieurs séries de la
littérature qui rapportent des moyennes comprises entre 38,5 et 55 ans, elle est plus proche de

celle rapportée par une étude italienne (Tableau XIV).

Tableau XIV : Moyenne d’age des patients selon les différentes séries
Série (année) Nombre de cas Pays Age Moyen
Feki et al (2012) [27] 90 Tunisie 44
Satoh et al (2012) [29] 4754 USA 53
Teresa Carbone (2018) [32] 3175 Italie 52.6
Akmatov et al (2017) [31] 1199 Allemagne 49
Carlo Selmi et al (2015) [28] 15907 Italie 42
Notre étude 128 Maroc 52.20

Le sexe :

La prédominance féminine constatée dans notre série est retrouvée dans la quasi-totalité

des séries. Le sex-ratio Femme/Homme varie de 1,1 a 4.1. Celui de notre étude étant le plus élevé

(Tableau XV).

Série d’étude Nombre de cas Pays Sex-ratio
Feki et al (2012) [27] 90 Tunisie 4
Satoh et al (2012) [29] 4754 USA 1.3
Teresa Carbone (2018) [32] 3175 Italie 2.8
Akmatov et al (2017) [31] 1199 Allemagne 1.2
Carlo Selmi et al (2015) [28] 2690 Italie 1.1
Notre étude 128 Maroc 8.8
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2. Circonstances motivant la demande du bilan immunologique :

Dans notre série, les patients ayant un marquage cytoplasmique positif identifié par la
technique d’immunofluorescence indirecte, ont été admis essentiellement pour une recherche
d’ANA devant la suspicion de différentes maladies auto-immunes dont :

43.5% pour CBP, 5.74% pour HAI, 14.1% pour CBP et /ou HAI, 19.5% pour LES, 3.1% pour

SG, 2.3% pour sclérodermie, ce qui rejoint les motivations de Senecal, Koh et French [35] [34] [33].

3. Parameétres immunologigues :

La caractérisation des autoanticorps implique un examen de dépistage, qui est la technique
d’immunofluorescence indirecte, suivie de méthodes ayant la capacité de caractériser précisément
le ou les antigene(s) cibles de ces autoanticorps. Il s’agit de techniques immunoenzymatiques de
type ELISA ou d’Immunodot, et plus rarement de I'immunoempreinte (ou Western Blot), de la
chimiluminescence, de la fluorométrie ou de la technologie multiplex.

Dans notre série, la recherche d’AAN et la mise en évidence de I'aspect cytoplasmique ont
été objectivés par la technique d’IFl. Une immunofluorescence cytoplasmique isolée est
significativement observée chez plus que 57 % des cas (n=73), alors que 42.5% des cas (n=55) ont
une fluorescence nucléaire associée, ce qui correspond aux données énoncées dans les séries de
Graig et al [33], et French et al [36] (Tableau XVI). Il est donc important de ne pas négliger la
fluorescence cytoplasmique méme en I'absence de marquage nucléaire, car cela permettrait de

mettre en évidence plusieurs spécificités d’autoanticorps.
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Tableau XVI : Fréguence de I'immunofluorescence cytoplasmigue au cours

de la recherche d’AAN par IFl selon les séries

Immunofluorescence cytoplasmique
Série Nombre de cas
N %
Craig et al (2006) [36] 200 85 42.5
French et al (1994) [33] 265 155 61
Koh et al (1995) [34] 1173 75 6.4
Notre étude 128 73 57

Les aspects de marquage cytoplasmique :

Nos résultats montrent que la fluorescence cytoplasmique est loin d'étre exceptionnelle
lors de la recherche d'anticorps antinucléaires par immunofluorescence indirecte. Nous avons
identifié quatre types de marquage cytoplasmique, dont certains bien définis comme ceux
caractéristiques de I'AAM2 (aspect granulofilamenteux, 14 cas) et anticytosquelettiques (aspect
filamenteux, 9 cas). Cependant, I'aspect le plus communément retrouvé était de type moucheté
grossier ou fin et diffus (104 cas), noté chez presque la moitié des cas ayant une fluorescence
cytoplasmique.

Ces constatations sont conformes aux résultats d’autres études qui ont montré que des
autoanticorps se lient couramment aux fibres filamenteuses et aux structures du cytoplasme des
fibroblastes au cours de certaines maladies auto-immunes. [58]

En utilisant une méthode d’IFl, French et al ont décrit la plupart des aspects de fluorescence
cytoplasmiques retrouvés dans notre série. Sénécal et al ont rapporté une haute fréquence des
aspects a filaments intermédiaires (une des trois classes du cytosquelette), ainsi que Craig et al
qui ont relaté un pourcentage important d’aspect granulofilamenteux [36]. Une étude anglaise
[34], a démontré par contre la dominance de I'aspect moucheté diffus chez la majorité des

patients, ce qui concorde avec les résultats de notre étude (Tableau XVI).
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Tableau XVI : Les différents aspects de fluorescence cytoplasmique retrouvée selon les études
French et al Senecal et Craig et al Koh et al
Aspects . .. Notre
cvtoblasmigues Australie al Canada Amérique Angleterre &tude
yiopiasmi [33] [35] [36] [34]
fetrouves N % N % N % N % N %
Moucheté diffuse
. ) 29 18.7 - - - - 50 66 104 | 81.4
(grossier /fine)
Granulofilamenteux 14 9.03 55 53.3 30 15 9 12 14 10.9
Filamenteux 20 12.9 8 7.7 - - 9 12 9 7
Granulaire - - - - - - - - 1 0.7

Les aspects de marquage nucléaire :

Dans notre étude, nous avons pu détecter un nombre important (42.5%) d’anticorps anti-
nucléaires s’associant a une immunofluorescence cytoplasmique. Les marquages nucléaires les
plus rencontrés étaient de type moucheté dans 15,6% des cas (n=20), homogene dans 2,3% des
cas (n=3), et mixte (homogene-moucheté) dans 25,78% des cas (n=33). Nous avons également
constaté que ces aspects nucléaires avaient tendance a étre associés au marquage cytoplasmique

moucheté grossier ou fin et diffus, ce qui concorde avec les résultats de Craig et al et Koh et al.

Les spécificités auto-anticorps retrouvées :

Les spécificités anti-ENA était détectées dans 42,5% des cas de notre série (n=54), parmi
lesquels des Ac anti-SSA ont été détectés dans 17.9% des cas, des Ac anti-nucléosome dans 14.1%
cas, des Ac anti-DNA dans 10.9%, des anti-Sm et anti-Sm/Rnp dans 10.2%, des anti-SSB dans
7.03%, des anti-PL12 dans 3.9%, des anti-Jo1 et des anti-histone chez 3.1%. En revanche, les Ac
anti-SRP, les anti-PMScl, les anti-Scl70, les anti-PL7, les anti-CNP-B, et les anti-ribosomes étaient
moins fréquents.

Ces résultats sont supérieurs a ceux de I’étude de Craig et al [36], ou la réactivité deI'ENA
était détectée dans seulement 8,5% des cas (n=17), correspondant a des Ac anti-histones,
présents chez huit cas, des anti-Jo-1 chez cinqg cas, des anti-SSB chez cing cas, des anti-Scl70

chez deux cas, des anti-SSA et des anti-Sm chez un cas. Dans I’étude de Koh et al [34], ont été
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détectés des Ac anti-ENA dans 10 cas, avec cing cas d‘Ac anti-Ro (SS-A), quatre cas d’Ac anti-Jo-

1 et un cas d‘Ac anti-ribonucléoprotéines (RNP).

Spécificité des anticorps anti-tissus retrouves ;

Les anticorps anti-tissus étaient les plus fréquemment retrouvés parmi les cas de
marquage cytoplasmique, avec prédominance des AAM2 (60.9%), puis les anticorps anti-protéine
SP100 (19.5%), les anti-GP210 (17.1%), les anti-ASMA (8.5%), les anti-anti-LC1 (1.5%), et les
antiSLA, identifiés chez un seul cas, ce qui est comparable aux résultats des études réalisées en
Amérique [36] et en Angleterre [34], qui ont objectivé une présence essentielle des Ac

antimitochondries et anti-muscles lisses.

4. Autoanticorps et données cliniques des patients

Les aspects de fluorescence retrouvés et pathologies suspectées

Chez les patients ayant une suspicion d’hépatopathie auto-immune dans notre série, I’aspect
cytoplasmique moucheté grossier /fin et diffus a été noté avec une fréquence estimée entre 70% a
80%. Elle est estimée également entre 5% a 14% pour I'aspect granulofilamenteux et a presque 16%
pour I'aspect filamenteux. Ainsi qu’un marquage nucléaire a été également décrit chez ces patients
ou I'aspect mixte (homogene-moucheté) était le plus fréquent, avec 22% des cas. Ceci correspond aux
données rapportées par certains auteurs (Craig et al /Koh et al). Quant aux patients se présentant pour
suspicion de LES, de polymyosites, de sclérodermie, et de syndrome de Gougerot Sjogren, hormis le
marquage nucléaire de type homogéne et/ou moucheté décrit chez la totalité d’entre eux, I'aspect
cytoplasmique moucheté de type grossier/fin et diffus a été constaté avec une fréquence variant de
50% a 90%, ce qui rejoint les données décrits par une série anglaise qui a noté la présence d’un
marquage cytoplasmique type moucheté grossier/fin et diffus chez plus de 66% des patients atteints

de polymyosites, de Lupus, de Gougerot Sjogren et de sclérodermie [34].

Anticorps et pathologies suspectées :
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La CBP est caractérisée sur le plan immunologique par la présence des AC anti-M2 a un
taux significatif. Leur positivité est rapportée de facon constante dans les différentes études
(Tableau XVI), suivie par les AAN avec ou sans la présence d’AC anti-Gp210 et anti-Sp100. La
fréquence des AC anti-M2 dans notre série, estimée a 91.3%, semble comparable aux résultats
d’autres études (Tableau XVII). Celle des autres AC, notamment les AC anti-Gp210 (22.4%), anti-

Sp100 (31%) et AAN est beaucoup plus faible, mais proche de celle décrite par la littérature.

Tableau XVI : Autoanticorps associés a la cholangite biliaire primitive selon les différentes

études
Série
Autoanticorps Benzerjeb B [38] Loukil H [39] Notre série
Anti-M?2 90.6 100 91.3
Anti-SP100 15.6 - 31
Anti-GP210 12.5 - 22.4
AAN 15.6 - 3.4

L’HAI est généralement caractérisée par la présence d’AC anti F-actine, anti-LKM1, anti-
LC1, et anti-SLA, comme marqueurs immunologiques spécifiques, associés ou non a des AAN
(Tableau XVIII). Dans notre série, les AC anti F-actine étaient détectés avec une fréquence estimée
a 71.4% et les AC anti-SLA avec une fréquence a 14.2%, étaient aussi proches des résultats
rapportés par plusieurs études. Les AAN par contre étaient positifs chez 14.3% des cas, ce qui est
relativement faible par rapport aux séries de la littérature (Tableau XVIII).

Les cas ayant une suspicion de syndrome de chevauchement CBP-HAI dans notre série sont
caractérisés par I’association d’un marqueur immunologique de la CBP, essentiellement les AC
anti-M2, et un autre de I’HAI, en particulier les AC anti-F-actine. Ce résultat est comparable aux
données de la littérature (Tableau XIX). En revanche, les AAN étaient moins fréquemment observés
chez les patients de notre étude, contrairement a d‘autres séries de la littérature qui rapportent
une fréquence considérable de positivité d’AAN (Tableau XIX). Par ailleurs, dans notre série les Ac

anti-SP100 et anti-GP210 ont été retrouvés chez 4 patients pour chacun.
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Tableau XVIII : Autoanticorbs associés a I’hépatite auto-immune selon les différentes séries

Série Oettinger R, [40] Benzerjeb B [38] Notre série
Anti-F-actine 73 43 71.4
Anti-SLA - - 14.2
AAN 24.6 29 14.3
Tableau XIX : Les anticorps spécifiques d’hépatopathies auto-immunes et AAN selon les études

Série Chazouillere O [41] Serghini M [42] Notre série
Anti-M2 80 100 83.3
Anti-SP100 - - 33.3
Anti-GP210 - - 38.8
Anti-F-actin 70 - 11.1
Anti-LC1 - - 5.5
AAN 50 44 5.5

Les ANA constituent un marqueur biologique quasi-constant du LES. Dans notre étude, ils
sont retrouvés chez la totalité des patients. En effet, leur fréquence varie entre 85 et 100 % suivant
les séries a travers le monde (Tableau XX). Les Ac anti-DNA, dont la spécificité pour le LES est
mieux définie, voient leur fréquence varier également selon les séries, de 33,2 a 88,7% [Ref]. Dans
notre série, ces Ac étaient présents chez 45,8% des patients. Ce taux rejoint celui décrit dans la
littérature. L’Ac anti-SSA était détecté chez 45,2% des patients de notre série, ce qui est également
en accord avec des séries sénégalaises [43] et latino—américaines [44]. Les Ac anti-Sm et anti-RNP
sont retrouvés respectivement dans 50% et 54.2% des cas dans notre série. Ce résultat est
comparable a celui rapporté par plusieurs études (tableau XX). Les Ac anti-SSB étaient notés chez
12,3% de nos patients. Leur fréquence est en dessous de celle rapportée chez une population
sénégalaise [43] et afro-latino—américaine [44]. Les Ac anti-nucléosome étaient notés dans 38.5%
des cas. Ce résultat est en accord avec celui des études de Burlingane et Min DJ [53] [54], qui
rapportent une fréquence variant de 56 a 88 %. Le taux d’Ac anti-histones de notre série (8.3%),

est beaucoup plus faible par rapport a celui observé dans la série de Hoffman et al (28.5%) [52].
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Tableau XX : Fréquence des autoanticorps associés au lupus érythémateux systémique selon les

séries
Pons-Estel BA et al [44]

AAN Diallo M et al [43] Métis Blanc Notre série
Anti-DNA 62.5 74.6 67.2 45.8
Anti-SSA 54.8 46.5 50.2 45.2
Anti-Sm 69.9 48.8 47.1 50
Anti-Rnp 68.7 54.2 49.3 54.2
Anti-SSB 36.3 31.4 26.1 12.3

Les Ac anti-Jo1, dont la spécificité pour les DPM est mieux définie voient leur fréquence
varier également selon les séries, de 15% a 23.5% (tableau XXI). Dans notre série, ces Ac étaient
présents chez 30.8% des patients. Ce taux est modérément élevé par rapport a celui décrit dans
des séries européennes. Les Ac anti-PL7 sont retrouvés chez 7.7% des cas de notre étude. Ce
constat est en accord avec plusieurs séries, notamment, le taux de la spécificité PL7 qui rejoint
celui décrit au Canada [45] et en Hongrie [46]. L’Ac anti-SSA était détecté chez 38.5% des patients
de notre série. Un taux nettement plus élevé par rapport a celui rapporté dans la série canadienne.
Quant aux autres séries, ce taux était significativement moins important. L’Ac anti-SSB, par contre,
est moins étudié dans les séries mondiales, avec des taux variables. Il est retrouvé chez 7.7 %des
patients dans notre série, taux comparable a la série canadienne de Troyanov et al [46].

Les autres AAM, notamment I’anti-PMScl et I'anti-UTRNP étaient moins fréquents dans
notre étude, avec des taux de 11,5 et 8,3 % respectivement, ce qui reste relativement en accord
avec la série canadienne [45]. lls sont retrouvés a des taux variables selon les études cette
différence pouvant s’expliquer par la nature des méthodes de détection utilisées.

En revanche, les Ac anti-PL12 et anti-SRP sont détectés chez 30% et 23% des cas
respectivement chez nos patients. Ce qui est proche de la série d’Allenbach et al [47] qui ont décrit
les Ac anti-PL12 chez 17% des patients ayant une myopathie nécrosante auto-immune, ainsi que
les Ac anti-SRP dont le taux a été estimé a 1% par Koenig et al [49] dans cette maladie.

Tableau XXI : Fréguence des anticorps spécifigues ou associés aux myopathies inflammatoires

selon les séries de la littérature
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Série Ferna?;i:]z etal Vansca et al [45] TrayF:(\i/] etal Notre série
Anti-Jo1 23.5 18.3 15 30.8
Anti-PL7 1 1.7 5 7.7
Anti-SSA 23.5 13 31 38.5
Anti-SSB 9.8 7.6 14 7.7
Anti-PMScl 9.8 3 15 15.4
Anti-Rnp 13.7 4.1 9 7.7

Selon des séries de la littérature relatives a la sclérodermie, les Ac anti-PMScl ont été mis
en évidence par Tager et al [50] chez 42% des patients sclérodermiques. Le taux de ces auto-Ac
dans notre étude est proche, et est estimé a 33.3%. Quant aux Ac anti-SSA et anti-SSB, ils étaient
présents dans 33.3% des cas, ce qui concorde avec une série canadienne [49] et une autre

espagnole [51].

Tableau XXII : Fréguence des anticorps anti-PMScl, anti-SSA, anti-SSB au cours de la

sclérodermie selon les séries

.. . Sanchez Montala et al L.
Série Koenig et al [49] 511 Tager et al [50] Notre série
Anti-PMScl 7.5 - 42 33.3
Anti-SSA 22 35.6 18 33.3
Anti-SSB 2.6 - 10 33.3

Les anticorps anti-SSA/Ro et anti-SSB/La font partie des Ac anti-antigenes nucléaires
solubles les plus fréquemment rencontrés en pratique médicale. Ce sont des marqueurs
diagnostiques importants du SGS. Dans une étude d’lldiko [56], les AC anti-SSA étaient positifs
dans 76,9% des cas de SGS. Celle de Martel [55] les avait objectivés dans 48% des cas et a objectivé
des AC anti SSB dans 31% des cas de SGS primitif. Dans la série de Friedman et al [57], ces AC ont
été retrouvés respectivement dans 94,5% et 54,5% des cas de SGS. Dans notre série, la fréquence

des AC anti SSA et des anti-SSB était de 75% chacun (tableau XXIII).

Tableau XXIII : Fréguence des anticorps anti—-SSA et anti-SSB au cours du syndrome de Gougerot

Sjégren selon les séries:
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Martel et al
Série lidiko et al [56] [55] Friedman et al [57] Notre série
Anti-SSA 76.9 48 94.5 75
Anti-SSB - 31 54.5 75

5. Spécificités anticorps antinucléaires et anti-tissu et aspects a I’IFI

Dans notre série, la présence des anticorps anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-Sm/Rnp et
anti-Jo1, traduite par un marquage nucléaire moucheté, était également associée a un marquage
cytoplasmique de type moucheté grossier/fin et diffus dans 13% des cas. Ces constatations sont
également rapportées par une série anglaise de Koh et al [34], ou ces spécificités autoanticorps
sont associées a un aspect cytoplasmique moucheté grossier et diffus.

Les Ac anti-nucléosome, anti-DNA et anti-histone étaient caractérisés par un aspect
nucléaire mixte de type homogéne-moucheté chez 13% et 11.85% respectivement, et également
associés au marquage moucheté grossier et diffus chez 31% et 21% des cas. Ce qui est en accord
avec ce qui a également été décrit dans la littérature [34].

Une fluorescence cytoplasmique pareille a également été retrouvée chez 10.3%, 7.1% et
5.08% des patients ayant des Ac anti-PL7, anti-PL12 et anti-SRP, associée a un aspect nucléaire
moucheté. Dans une étude francaise de Laurenne et al [37], une immunofluorescence nucléaire
mouchetée et homogene a été fréquemment rencontrée chez les patients ayant un tableau clinique
de myopathie inflammatoire, mais I'aspect cytoplasmique était fréquent également soit en
association avec le marquage nucléaire ou de facon isolée [37]. Ce qui explique I'intérét de la
recherche du marquage cytoplasmique, qui serait d’'une aide diagnostique importante devant
certaines circonstances cliniques.

Les Ac anti-M2 étaient caractérisés par une fluorescence cytoplasmique type granulo-
filamenteuse, présente dans 37 cas, soit 100% des cas. lls étaient associés a un aspect nucléaire
mixte chez 41% des cas. Selon les données de la littérature, 'aspect granulofilamenteux est décrit
comme un aspect caractéristique des anticorps anti-M2 permettant d’évoquer particulierement

une CBP [36].
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L’Ac anti-F-actine était associé a un aspect cytoplasmique moucheté grossier chez 5 cas, dont
un cas avait un marquage cytoplasmique de type filamenteux. Trois de ces patients avaient un aspect

hucléaire moucheté associé. Ce qui correspond aux données décrit par la littérature [34]

D’autres anticorps anti-tissus étaient également observés chez nos patients :
— L’anti-LClet I’anti-SLA, qui étaient sont associés a I’aspect nucléaire moucheté et un
aspect cytoplasmique moucheté grossier et diffus (2 cas).
— L’anti-GP210 et I'anti-SP100 étaient associés a |’aspect nucléaire mixte et aspect
cytoplasmique moucheté grossier et diffus ainsi qu’a I'aspect cytoplasmique filamenteux

chez 50% des cas.

Au total, les résultats de notre étude ont montré que l'analyse des aspects cytoplasmiques
d’anticorps antinucléaires et leur identification ont permis de retenir le diagnostic de la cholangite
biliaire primitive dans 61.7% des cas, le lupus érythémateux systémique chez 15.6% cas, de la
dermatomyosite et polymyosite dans 7.8% des cas et I’hépatite auto-immune dans 5.5% des cas,

le syndrome de chevauchement CBP-HAI dans 5.4% des cas (7 cas).

D’autre part, I’association du marquage nucléaire et cytoplasmique a permis de mettre en
évidence des maladies auto-immunes isolées ou associées, tels que :
e Le syndrome de Gougerot Sjogren chez 4 cas
e La sclérodermie chez 1 cas.

e La cholangite biliaire associée a une polymyosite chez 1 cas.
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lll. Forces et limites de I’étude :

Dans les limites des données scientifiques disponibles, notre étude représente la 1¢cau plan
régional et national, qui s’est intéressée a la caractérisation immunologique des aspects de
fluorescence cytoplasmique des AAN, un sujet d’actualité en auto-immunité.

Notre étude a permis de réorienter la démarche diagnostique clinique aprés la découverte d’un
aspect cytoplasmique d’AAN pouvant s’associer a certaines MAI non suspectées initialement par
le clinicien.

L’étude a permis de dresser le profil immuno-clinique de diverses MAI grace a un panel large
d’auto-Ac dont I'identification a fait appel a des techniques immunologiques conventionnellement

utilisées et de performances incontestables.

En revanche, notre étude présenterait quelques écueils. Elle se limite a un aspect
transversal et rétrospectif. La taille d'échantillon est relativement faible, ce qui est dii a la rareté
relative de la recherche des aspects cytoplasmiques en pratique courante. Ceci a probablement
contribué a un manque de puissance statistique dans la comparaison de certains profils
immunologiques retrouvés.

Le manque de renseignements cliniques pour certains cas nous a également mis dans la
difficulté de classifier les étiologies devant lesquelles le médecin prescripteur a demandé un bilan

immunologique précis.
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Le dépistage des AAN ne peut étre concu et validé que par une technique d’IFl sur cellules
Hep-2. Bien que ce soit la fluorescence nucléaire qui est principalement visée lors de cette
premiere étape, on observe parfois une fluorescence cytoplasmique qu’il ne faut pas négliger. Elle
peut correspondre a la présence d’anticorps anticytosquelette (actine, vimentine, tubuline), anti-
organites intracytoplasmiques (mitochondries, ribosomes, appareil de golgi, somes,
centrioles/centrosomes) ou anti-cytosol (aminoacyl-ARNt-synthétases, SRP).

Les anticorps anti-ribosomes qui apparaissent sous forme de grains fluorescents fins, tres
denses, serrés, réalisant presque un aspect homogene du cytoplasme, a des anti-aminoacyl-
ARNt-synthétases, sauf les anti-Jo1 (grains minuscules), ou a des anti-SRP qui donnent des images
de fluorescence cytoplasmique tres proches de celles des anti-ribosomes. Les anti-SSA, en plus
de I'aspect typique du noyau, peuvent également étre associés a une fluorescence cytoplasmique
dense mais d’aspect légérement différent, car plus granuleuse. Par opposition aux différents
éléments précédemment décrits, les anticorps dirigés contre les autres composants du cytoplasme
ne donnent pas de fluorescence dense. Les anti-cytosquelettes donnent une fluorescence
filamenteuse. Les antimitochondries de type M2 apparaissent sous forme d’un réseau
granulofilamenteux a renforcement périnucléaire. Les anti-appareils de golgi sont responsables
d’une fluorescence lamellaire en croissant périnucléaire. Dans ces cas, la reconnaissance et
I'identification de I'Ac anti-cytoplasmique est d'une importance capitale, qui grace a la
confrontation clinico-biologique, il va en résulter un diagnostic, voire un pronostic.

En cas d’absence d’un marquage nucléaire, le risque est de rendre un résultat négatif («
absence d’anticorps antinucléaires ») sans tenir compte du marquage cytoplasmique. La
fluorescence cytoplasmique doit étre signalée deés lors qu’elle peut évoquer la présence d’Ac
marqueurs d’une pathologie auto-immune. Le role du laboratoire est d’autant plus important que
les signes cliniques peuvent étre incomplets ou non spécifiques (douleurs articulaires, asthénie,
pneumopathie interstitielle, douleurs musculaires...). D’ailleurs, le consensus international sur la
nomenclature standardisée des ANA 2014-2015 préconise le rendu des aspects cytoplasmiques

au méme titre que les aspects nucléaires.
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L’exploration systématique et compléete d’une fluorescence cytoplasmique objectivée par
une I'IFl est trés importante, elle permettrait d’aider au diagnostic de nombreuses MAL.

Sur le plan clinique, notre étude rejoint les données de la littérature en ce qui concerne la
prédominance féminine, I’age relativement jeune ainsi que les circonstances motivant la demande
d’un bilan immunologique, notamment la recherche d’AAN.

Sur le plan immunologique la recherche d’un aspect cytoplasmique par technique d’'IFl a
un apport remarquable dans le diagnostic des connectivites dont le profil est riche en
autoanticorps spécifiques ou associés. Ces auto-Ac sont souvent corrélés a certain aspect
cytoplasmique, méme en dehors d’un aspect nucléaire associé, et ont donc donnant plus de valeur
dans la démarche diagnostique et la prise en charge.

Les aspects de fluorescence cytoplasmique observés dans notre série étaient
majoritairement de type moucheté grossier ou fins et diffus, puis de type granulofilamenteux et
filamenteux.

Nous avons trouvé également wune association significative entre I'aspect
granulofilamenteux et la positivité des Ac anti-M2, ainsi qu’entre I'aspect filamenteux et la
positivité des Ac anti-F-actine ce qui leur conféere une valeur prédictive non négligeable pour le
diagnostic de cholangite biliaire primitive pour les 1ers et pour I’hépatite auto-immune pour les
2¢mes. Ces deux entités pathologiques constituent d’ailleurs les pathologies les plus rencontrées
dans notre série, en plus d’autres entités étiologiques telles que le LES, la PM, le SGS, et la
sclérodermie.

En pratique médicale, la signification d'une fluorescence cytoplasmique lors de la recherche
des anticorps antinucléaires n'est pas univoque, si certains anticorps anti cytoplasmiques n'ont
aucune valeur diagnostique, d'autres en revanche ont un réel intérét clinique. Pour le biologiste, il
importe non seulement de reconnaitre ces Ac grace a leur aspect cytoplasmique, mais aussi de
mettre en ceuvre les techniques d'identification de ces Ac quand cela est nécessaire. Pour le
clinicien, si la plupart des fluorescences cytoplasmiques observées lors de la recherche des AAN

corroborent les données cliniques (Ac anti-aminoacyl-ARNt synthétases chez un malade ayant une
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symptomatologie musculaire...), certaines d'entre elles vont orienter vers une pathologie non
évoquée d'emblée (Ac anti-actine chez une patiente ayant une symptomatologie articulaire...).
Dans ces cas, la reconnaissance et ’identification de I'Ac anti-cytoplasmique couplées a une bonne
confrontation clinico-biologique est d'une importance capitale afin d’asseoir le diagnostic avec

plus de précision et d’offrir par conséquent une meilleure prise en charge thérapeutique possible.
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Résumé

Titre : Diagnostic immunologique des aspects cytoplasmiques a 'immunofluorescence indirecte

Le marquage cytoplasmique est loin d'étre exceptionnel lors de la recherche d'anticorps
antinucléaires par immunofluorescence indirecte. Peu de travaux en Afrique et au Maghreb se sont
intéressés a I’étude du marquage cytoplasmique, et les données nationales sont quasi-
inexistantes.

Le but de notre étude était de décrire les aspects de fluorescence nucléaire et
cytoplasmique au cours de la recherche d’AAN par technique d’'IFl et de déterminer la signification
clinique des spécificités auto-Ac associés aux aspects de marquage cytoplasmique isolés ou
associés aux AAN.

Nous avons mené une étude descriptive et rétrospective au niveau du service
d’immunologie du Centre Hospitalier Universitaire Mohammed VI du Marrakech, entre janvier 2013
et décembre 2018. Nous avons colligé 128 patients dont 79 cas de suspicion de cholangite biliaire
primitive (CBP), 20 cas de lupus érythémateux systémique (LES), 10 cas de dermatopolymyosite
(DPM), 7 cas de chevauchement CBP-HAI, 6 cas d’hépatite auto-immune (HAI), 4 cas de syndrome
de Gougerot Sjogren (SGS), un cas de sclérodermie et un cas de CBP associée a une polymyosite.

La moyenne d’age des patients au moment du diagnostic était de 52,50 ans (+16.12). Une
prédominance féminine a été notée avec un sex-ratio F/H de 8.8.

L’analyse des résultats d’AAN a I'lFI a montré la présence d’un aspect cytoplasmique isolé
chez 57% des cas (n=73), et associé a un aspect nucléaire chez 43% des cas (n=55). L’identification
des aspects cytoplasmiques retrouvés a I’'lFI moyennant une technique immunodot et/ou Elisa a
permis de mettre en évidence les spécificités auto-Ac suivantes : Ac antimitochondries (AAM2)
dans 60.9% des cas (n=78), Ac anti-glycoprotéines des pores nucléaires (GP210) dans 17.1% des
cas (n=22), Ac anti-protéine SP100 dans 19.5% des cas (n=25), Ac anti-soluble liver Antigen (anti-

SLA) dans 0.5% des cas (n=1), Ac anti-muscle lisse (ASMA) dans 8.5% des cas (n=11) et Ac anti-
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Liver Cytosol (anti-LC1) dans 1.5% des cas (n=2). L’identification des spécificités propres aux
aspects de fluorescence nucléaire a mis en évidence la présence d’Ac anti-nucléosome dans 14.1%
cas, d’Ac anti-DNA dans 10.9% des cas, d’Ac anti-histones dans 3.1% des cas, d’Ac anti-Sm et
anti-Sm/RNP dans 10.2% des cas, d’Ac anti-PL12 dans 3.9% des cas, et d’Ac anti-Jo1 dans 3.1%
des cas.

Confronté aux données cliniques, ce profil immunologique a permis de confirmer le
diagnostic de la CBP dans 45.3% des cas, de I'HAI dans 5.47% des cas, du syndrome de
chevauchement CBP-HAI dans 14.1% des cas, du LES dans 19.5%, de la DPM dans 10.2% des cas,
de SGS dans 3.1% des cas et de la sclérodermie dans 2.3% des cas.

En conclusion, notre étude a mis en évidence une fréquence élevée du marquage
cytoplasmique lors de la recherche des AAN par IFl et a permis de mettre en évidence plusieurs
spécificités auto-Ac associées a plusieurs MAI, principalement les hépatopathies auto-immunes
et les dermatopolymyosites.

Ces données concordent avec des séries de la littérature et soulignent I'importance de
considérer la présence de la fluorescence cytoplasmique lors de la recherche des AAN par IFl. Ceci
conforte davantage la place de I'lFI dans la démarche diagnostique aussi bien des maladies de
systeme que de certaines maladies spécifiques d’organes, permettant ainsi d’orienter la ou les

méthodes d’identification des spécificités auto-Ac appropriées.

Mots—clés : AAN, immunofluorescence indirecte, aspect cytoplasmique, auto-anticorps, maladies

auto-immunes
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Abstract

Title: Immunological diagnosis of cytoplasmic patterns in indirect immunofluorescence.

Cytoplasmic staining is far from unusual when searching for antinuclear antibodies by
indirect immunofluorescence. In Africa and the Maghreb there is rare research focusing on the
study of cytoplasmic staining and the national data is almost non-existent in this domain.

The aim of this study was to describe the patterns of nuclear and cytoplasmic fluorescence
during ANA research by IIF technique and to determine the clinical significance of the auto-
antibodies associated to cytoplasmic staining patterns whether isolated or associated with ANA.

We conducted a cross-sectional retrospective study at the Department of Immunology of
the Mohammed VI University Hospital, over a period of 6 years (January 2013 to December 201 8).
A total of 128 patients was included, among which there were 79 cases of suspected primary
biliary cholangitis (PBC), 20 cases of systemic lupus erythematosus (SLE), 10 cases of
dermatomyositis (DM), 7 cases of overlap syndrome PBC-AIH, 6 cases of auto-immune hepatitis
(AlH), 4 cases of Sjogren Syndrome, one case of scleroderma and one case of CBP associated with
DM.

The mean age of patients was 52.50 years (+=16.12) and the sex-ratio F/M was 8.8 with a
marked female predominance.

The analysis of IIF ANA testing results showed a cytoplasmic pattern in 57 % of cases

(n=73), and both cytoplasmic and nuclear patterns in 43 % of cases (n=55).

The identification of the cytoplasmic patterns found using Immunodot and/or Elisa
techniques gave displayed the presence of the following auto-antibodies:
- Anti-mitochondrial antibodies (AMA 2) in60.9% of cases (n=78)

- Anti-glycoprotein-210 antibodies (AntiGP210) in 17.1% of cases (n=22)
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- Anti-Sp100 antibodies in 19.5% of cases(n=25)
- Anti-soluble liver Antigen antibodies (anti-SLA) in 0.5 % of cases (n=1)
- Anti-smooth muscle antibodies (ASMA) in 8.5 % of cases (n=11)

- Antibodies to liver cystol (Anti LC1) in 1.5 % of cases (n=2).

Whereas the identification of the nuclear fluorescence patterns revealed the presence of:
- Anti-nucleosome antibodies in 14.1% of cases
- Anti-DNA antibodies in 10.9% of cases
- Anti-histone antibodies in 3.1% of cases
- Anti-Sm and anti-Sm / RNP antibodies in 10.2% of cases
- Anti-PL12 antibodies in 3.9% of cases

- Anti-Jolantibodies in 3.1% of cases

Confronted with clinical findings, this immunological profile confirmed the diagnosis of
CBP in 45.3% of cases, AlH in 5.47% of cases, overlap syndrome PBC-AIH in 14.1% of cases, SLEin
19.5% of cases, DM in 10.2% of cases, Sjogren Syndrome in 3.1% of cases and scleroderma in 2.3%
of cases.

In conclusion, our study showed a high frequency of cytoplasmic staining during the
screening for ANA by IIF and highlighted the presence of multiple auto-antibodies associated with
several auto-immune diseases, mainly auto-immune hepatitis and dermatomyositis.

Our findings are concordant with prior research and emphasize the importance of
considering the presence of cytoplasmic fluorescence when searching for ANA by IIF. This
reinforces the IIF place in the diagnosis of both systemic diseases and certain organ-specific
autoimmune diseases, thus making it possible to guide the choice of the methods to be used in
order of identify of the appropriate auto-antibodies.

Key words: ANA, indirect immunofluorescence, cytoplasmic pattern, auto-antibodies, auto-

immune diseases.
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ANNEXE

Fiche d’exploitation :

DATE IP N° Labo Service

Données sociodémographiques :

-Sexe : 10O 20M

-Age : 10<20 20 20-29 30 30-39 4040-49 5050-59
6060-69 70>70

-IP:

-Service: 1 O RHUM 20PED 30CARDIO 40NEURO 50 MEDINT
60GASTRO  7ODERMATO 8OPNEUMO  90OREA 10 O SLABU
110 RSP 120 NEPHRO 13 OENDO 140EXT

Données cliniques :

Devant une suspicion de CBP : 1 O oui 0O non
ATCDS : O prise médicamenteuse Dalcool Omaladie auto immune associée .......
Signes généraux : O AEG Oxanthélasma O angiome stellaire Dautres : .............
Signes cliniques : OHSPM odysphagie 0O syndrome sec O prurit
gsyndrome de Raynaud Osigne de dysfonctionnement thyroidien
ONeuropathie Oostéopénie Osigne d’HTP O autres ................
Signes biologiques /radiologique : O cytolyse hépatique O anémie
O signes de cholestases dautres @ ............
Devant une suspicion de HAI : 1 O oui OOnon
ATCDS : O prise médicamenteuse Dalcool Omaladie auto immune associée ..........
Signes généraux : O AEG O ictere O fievre O autres .........
Signes cliniques : O hépatite aigu/chronique/fulminante O thyroidite
O Cirrhose Oarthrite O colite ulcéreuse Ooverlap syndrome
O Syndrome sec O autres .......
Signes biologiques/ radiologiques : O cytolyse hépatique O signes decholestases
oautres ..........
Devant une suspicion dermato ou polymyosites : 1 O oui Ocnon
ATCDS : O antécédents familiaux de polymyosites Omaladie auto immune associée.
Signes généraux : O AEG ofievre dérythéme héliotroped pigmentation brunatre
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Signes cliniques : O polyarthralgies 0O syndrome de Raynaud O faiblesse musculaire Omyalgies O
trouble cardiaque (myocardite, péricardite, tr de rythme) O signe ORL (dysphonie, dysphagie, tr
respiratoire) O atteinte cutanée Osyndrome anti synthétase

Signes biologiques/ radiologiques : Oélévation de taux d’enzyme musculaire O trouble a I'EMG

O Autres .........

Devant une suspicion de myopathie nécrosante auto immune : 1 O oui OCnhon
ATCDS : O antécédents familiaux de polymyosites Omaladie auto immune associée.

Signes généraux : O AEG Ofievre Oérytheéme héliotrope O pigmentation brunitre

Signes cliniques : O déficit musculaire moteur O amyotrophie O myalgies O troubles oculaires O
atteinte neuropathique O atteinte pharyngée O atteinte cardiaque O atteinte respiratoire O atteinte
orl

Signes biologiques /radiologique : Oélévation de taux d’enzyme musculaire CPK O trouble a I'EMG

OAutres .........
Devant une suspicion du syndrome de Gougerot Sjogren : 1 O oui OCnon
ATCDS : 0O maladie auto immune assoCi€e......ccccccceeennnn.. Signes généraux : O AEG Ofiévre

Signes cliniques : Osyndrome sec O manifestations articulaire Osyndrome de Raynaud Datteinte
respiratoire O Vascularite cutanée Omyalgies
Signes biologiques /radiologiques : O saliadénite a la biopsie salivaire

Devant une suspicion de LES : 1 O oui OCnhon
ATCDS : O maladie auto immune associée ..................

Signes généraux : O AEG ofiévre Tautres .......

Signes cliniques : O atteinte cutané muqueuse Oatteinte rhumatologique Datteinte rénale O
atteinte cardiaque O atteinte viscérales Dautres .........

Signes biologiques/radiologique : O atteinte hématologique 0O Autres :...................

Devant une suspicion de sclérodermie : 1 O oui 0 Onon
ATCDS : O maladie auto immune associée ..................

Signes généraux : O AEG Ofiévre dautres : .......

Signes cliniques : Datteinte cutané Oatteinte rénale Ophénomene de Raynaud Oatteinte
pulmonaire OHTAP DOatteinte cardiaque O atteinte digestive OCrest syndrome

Signes biologiques /radiologiques @ .............ccoooiiiiiiiiiiinis

Aspects a I'lFl :
e Aspect nucléaire :

OMoucheté :1 0O oui 0 onon
OHomogene : 1 O oui 0 Onon
ONucléaire ;1 0 oui 0 Onon
OMixte ;1 O oui 0 Onon
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Autres @ ...

e Aspect cytoplasmique :
OFilamenteux : 1 0 oui
OGranulofilamenteux : 1 O oui
oGranulaire : 1 0 oui
ONon spécifique : 1 0 oui

o  AsSpects asSOCI&S I .....ooiiuiiiii i

Identification des AAN :

OSSA 1 O oui
asSm : 1 O oui
OScL70 : 1 O oui
OCENP-B : 1 O oui
ONucléosome : 1 O oui
OHistone : 1 O oui
OPMScl : 1 O oui
aMI2 : 1 O oui
aPL7 : 1 O oui

Identification des AC anti-tissus :

OAAM?2 : 1 O oui
OSLA 1 O oui
oGP210: 1 O oui

Diagnostic retenu :

O Cholangite biliaire primitive :

O Hépatite auto-immune :

O Lupus érythémateux systémique :

O Gougerot Sjogren :
O Sclérodermie :
O Polymyosites :

O Myopathie nécrosante auto immune :

0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon

0 Onon
0 Onon
0 Onon

S [ S S —

O oui
O oui
O oui
O oui
O oui
O oui
O oui

OSSB :
aoSm/Rnp :
ORibP :
OJo-1:
ODNA :

OKu :
OSRP24 :
OPL12 :

oLCl :
OF-actine :
oSP100 :

0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon

OOooad

O

O

oui
oui
oui
oui
oui

oui
oui
oui

oui
oui
oui

0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon
0 Onon

0 Onon
0 Onon
0 Onon

0 Onon
0 Onon
0 Onon
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