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1. Le lupus érythémateux disséminé : margueurs biologiques actuels et leurs
limites

1.1. Présentation générale du lupus : une maladie auto-immune systémique

Le lupus est une maladie auto-immune systémique qui peut atteindre de nombreux organes,
d'origine mal connue (facteurs génétiques et environnementaux). Selon un médecin
interniste californien, E L Dubois (1923-85) : le lupus est un « Syndrome clinique de cause
inconnue, avec atteinte systémique touchant un ou plusieurs appareils évoluant par
poussées, entrecoupé de rémissions multiples ».

1.1.1. Démographie

L’incidence du lupus varie de 1 a 5/100 000 et sa prévalence de 20 a 150/100 000 habitants.
Cette maladie affecte plus d’un million de personnes chaque année dans le monde. Les
femmes sont atteintes neuf fois plus que les hommes [11] et la fréquence est 2 a 8 fois plus
élevée pour les populations non européennes en particulier les africains ; de méme I’atteinte
rénale est plus fréquente dans ces populations [12]. La plupart du temps la maladie apparait
entre 20 et 40 ans.

1.1.2. Clinique

Le diagnostic de lupus se fait sur un faisceau d'arguments cliniques et biologiques. La
classification diagnostique de I'ACR (« American college of rheumatology ») est utilisée
depuis 1997 [35] ; elle est basée sur 11 criteres cliniques et biologiques. Le diagnostic de
lupus est retenu si le patient présente a un moment donné 4 des 11 criteres (tableau 1).
Cependant il faut rester prudent ; un diagnostic peut étre remis en cause selon I'évolution
clinique et biologique et le lupus se compliquer d'une autre maladie auto-immune.

Les signes cliniques sont tres variés ; le patient peut présenter :

-des signes généraux: de la fievre, une asthénie parfois associées a une élévation des
marqueurs de l'inflammation ;

- une atteinte cutaneo-muqueuse : fréquente, notamment la fameuse éruption en masque
de loup qui a donné son nom au lupus, mais aussi des atteintes séveres comme des nécroses
digitales ;
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0 Rash malaire

0 Lupus discoide

0 Photosensibilité

0 Ulcérations orales ou nasopharyngées

0 Arthrites non érosives touchant au moins 2 articulations périphériques, caractérisées
par une douleur, un gonflement ou un épanchement

0 Pleurésie ou péricardite

0 Protéinurie persistante > 0,5 g/jour ou cylindrurie

0 Convulsions ou psychose (en I'absence de cause médicamenteuse ou métabolique)

0 Atteinte hématologique:

= anémie hémolytique
= ou leucopénie < 4000/ul constatée a 2 reprises
= ou lymphopénie < 1500/ul constatée a 2 reprises
= outhrombopénie < 100 000/ul, en I'absence de drogues cytopéniantes
0 Titre anormal de facteurs anti-nucléaires par immuno-fluorescence (en l'absence de
drogues inductrices)
0 Perturbations immunologiques:
= Titre anormal d’anticorps anti-ADN natif
= ou anticorps anti-Sm
= ou présence d’anticorps antiphospholipides: sérologie syphilitique dissociée
constatée a 2 reprises en 6 mois ou anticoagulant circulant de type lupique
=  ou titre anormal d’anti-cardiolipine en IgG ou IgM

Tableau 1 : Criteres de I’ACR (1997) pour le diagnostic de lupus (4 /11 critéres nécessaires)
[35]

- une atteinte articulaire : trés fréquente, avec des arthralgies inflammatoires et des signes
locaux d'arthrite érosive. Elle touche principalement les mains, les genoux et les chevilles.
L’atteinte musculaire est moins fréquente, sous la forme de myalgies le plus souvent ;

- une atteinte hématologique : détectée biologiquement en I'absence d'autres causes
notamment médicamenteuses; cela peut étre une thrombopénie, une leucopénie ou
éventuellement une anémie ;

- une atteinte cardio-pulmonaire : le plus souvent sous la forme d'une péricardite ou d'une
pleurésie ;

-une atteinte digestive et hépatique : peu fréquentes ;
-une atteinte psychiatrique et neurologique : essentiellement du systéme nerveux central ;

- une atteinte ophtalmologique ;
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Figure 1: Représentation schématique des différentes atteintes du lupus érythémateux
systémique|[66]

- une atteinte rénale: elle conditionne souvent le pronostic et peut aller jusqu'a
I'insuffisance rénale terminale, c'est la plupart du temps une glomérulonéphrite qui peut
étre classée en différents stades histologiques qui orientent le traitement. Il existe deux
classifications de ces différents stades (tableau 2) [12]. L’atteinte rénale est détectée par des
marqueurs  biologiques  aspécifiques (protéinurie, créatinine, ECBU (Examen
cytobactériologique des urines)...) et par d'autres plus spécifiques détaillés dans la suite de
cette introduction.

17



WHO and ISN/RPS classifications of lupus nephritis (LN).

WHO

ISN/RPS

Class Normal glomeruli
I a. Nil (by all techniques)
b. Normal by light microscopy, but deposits by IF or electron microscopy
Class Pure mesangial alterations
I a Mesangial widening and/or mild hypercellularity (+)

b. Moderate hypercellularity (++)

Class
m

Focal segmental glomerulonephritis

a. With active necrotizing lesions
b. With active and sclerosing lesions
c. With sderosing lesions
Class Diffuse glomerulonephritis (severe mesangial, endocapillary or
IV mesangiocapillary proliferation and/or extensive subendothelial deposits)
a. Without segmental lesions

b. With active necrotizing lesions

c. With active and sclerosing lesions

d. With sclerosing lesions

Class Diffuse membranous glomerulonephritis
V  a. Pure membranous glomerulonephritis

b. Associated with lesions of class II
. Associated with lesions of class 11l
d, Associated with lesions of class [V
(lass Advanced sclerosing glomerulonephritis
Vi

Minimal mesangial LN
Normal glomeruli by LM, but mesangial immune deposits by IF

Mesangial proliferative LN

Pure mesangial hypercellularity of any degree or mesangial matrix expansion by light
microscopy, with mesangial immune deposits

Maybe a few isolated subepithelial or subendothelial deposits visible by IF or electron
microscopy, but not by LM

Focal LN

Active or inactive focal, segmental or global GN involving <50% of all glomeruli

Class 11l (A) active lesions: focal proliferative LN

Class 11l (A/C) active and chronic lesions: focal proliferative and sclerosing LN

Class 111 (C) chronic inactive lesions with glomerular scars: focal sclerosing LN

Diffuse LN

Active or inactive diffuse, segmental or global GN involving =50% of all glomeruli; divided into:
- diffuse segmental (IV-S) LN when =50% of the involved glomeruli have segmental
lesions (involving less than half of the glomerular tuft);

~ diffuse global (IV-G) LN when =50% of the involved glomeruli have global lesions.
Class IV-S (A) active lesions: diffuse segmental proliferative LN

Class IV-G (A) active lesions: diffuse global proliferative LN

Class IV-S (A/C) active and chronic lesions: diffuse segmental proliferative and scderosing
LN

Class IV-G (A/C) active and chronic lesions: diffuse global proliferative and sclerosing LN
Class IV-S (C) chronic inactive lesions with scars: diffuse segmental sclerosing LN

Class IV-G (C) chronic inactive lesions with scars: diffuse global sclerosing LN
Membranous LN

Global or segmental subepithelial immune deposits or their morphologic sequelae by LM
and by IF or electron microscopy, with or without mesangial alterations

Class V LN may occur in combination with class [l or IV, in which case both will be diagnosed
Class V LN demonsirates advanced sclerosis

Advanced sclerotic LN
=90% of glomeruli globally sclerosed without residual activity

GN = glomerulonephritis; IF=immunofluorescence; LM = light microscopy.
WHO =World Health Organization.
ISN/RPS = International Society of Nephrology and the Renal Pathology Society.

Tableau 2 : Classifications de la néphrite lupique [103], [17]

1.1.3. Evolution et pathologies associées

Le lupus a une évolution imprédictible avec une alternance de poussées et de rémissions.

Les complications peuvent étre graves:

insuffisance

rénale chronique, neurolupus

notamment. De nombreux scores d'activité du lupus ont été mis au point, comme le M-
SLAM (« Modifiedsystemic lupus activitymeasure ») ou le BILAG (« British Isles Lupus
SLEDAI
erythematosusdiseaseactivity index »)(annexe 1) [10]. C'est celui que nous utiliserons dans

Assessment  Group »), le plus utilisé est le (« Systemic  lupus

notre étude.

Un lupus peut fréguemment étre associé a un SAPL (Syndrome des anti-phospholipides) qui
fait d'ailleurs partie des criteres diagnostiques et qui est une cause non négligeable de
morbidité. Parfois c'est méme la premiére manifestation de la maladie qui ne se déclenchera
clairement que plus tard.
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Dans son évolution le lupus peut se compliquer d'autres maladies auto-immunes comme la
sclérodermie ou le syndrome de Gougerot-Sjogren réalisant alors un syndrome de
chevauchement.

1.2. Les anticorps anti-nucléaires chez les patients lupigues

Avant la découverte des anticorps anti-nucléaires, c’est la cellule LE (Lupus érythémateux)
qui a été un des premiers marqueurs biologiques du lupus.

La cellule LE est un polynucléaire neutrophile (le plus souvent) ayant phagocyté le noyau
d’une cellule lysée marquée par des anticorps anti-nucléaires ; sa mise en évidence peut se
faire directement dans le sang du patient ou en mettant en contact son sérum, contenant
des anticorps anti-nucléaires, avec des polynucléaires d’'un sujet sain [32]. Mais cette
technique n’est pas spécifique du lupus (les cellules LE sont parfois retrouvées dans la
polyarthrite rhumatoide, dans des hépatites chroniques...), elle a donc été abandonnée au
profit de la recherche directe des anticorps anti-nucléaires.

1.2.1. Détection des anticorps anti-nucléaires par immunofluorescence indirecte

Développée peu apres la recherche des cellules LE la détection des anticorps anti-nucléaires
se fait le plus souvent par IFI (Immunofluorescence indirecte) sur cellules Hep-2
(« Humanepithelialcell line type 2 »). Ces cellules sont issues d’un cancer laryngé humain,
elles présentent de nombreuses mitoses et un gros noyau bien visible : caractéristiques
essentielles pour bien lire et interpréter I'lFIl. La recherche d’anticorps anti-nucléaires est un
test de dépistage qui lorsqu’il est positif nécessite des tests d’identification et un titrage. Le
dépistage se fait habituellement a la dilution du 1/80éme puis le titrage jusqu’a la dilution du
1/1280éme ; le titrage correspond a l'inverse de la derniére dilution positive. Des titres
faibles sont fréquents dans la population générale. Cette recherche est toujours a associer a
la clinique et si elle est positive a d’autres tests car elle est non spécifique.

Chez les patients lupiques I'aspect des cellules en IFl est variable et évocateur d’un type
d’anticorps particulier. L'aspect homogene du noyau peut correspondre a la présence
d’anticorps anti-chromatine : anti-ADN, anti-nucléosome, anti-histones. L’aspect moucheté
du noyau peut correspondre a la présence d’anti-Sm, d’anti-RNP, d’anti-SSA, d’anti-SSB
notamment et une fluorescence cytoplasmique a la présence d’anticorps anti-ribosomes.
Méme si quasiment tous les laboratoires font I'lIFl sur Hep2, les conditions (de culture, de
fixation des cellules, du conjugué...) ne sont pas consensuelles; il y a donc une grande
variabilité selon les laboratoires. Cette hétérogénéité est aussi retrouvée dans la recherche
des spécificités (techniques différentes, nature de I'antigene fixé différente) [27] [28].
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D’autres techniques de détection des anti-nucléaires comme le test de « screening » en
phase solide (EliA CTD ScreenPhadia™) ont été développées mais ce test, s’il gagne en
spécificité, n’est pas aussi sensible [73]. Et I'intérét de I'IFl est qu’elle est trés sensible : selon
une étude [42] 95% des lupiques ont des anti-nucléaires positifs (certains patients
notamment en cas de déficit en C2 ne développeront pas d’anti-nucléaires [57]), alors que
seulement environ 70% ont des anti-ADN positifs a un moment de leur maladie [42]. Les
pourcentages sont variables selon les études, ce qui n’est pas étonnant du fait de la diversité
des techniques comme nous allons le voir.

Dans de tres rares cas les anticorps anti-ADN peuvent étre présents alors que les anti-
nucléaires sont négatifs, mais ces cas restent anecdotiques (0 a 0,8% [48]). La regle générale
est donc de ne rechercher les anticorps anti-ADN que si les anticorps anti-nucléaires sont
positifs (recommandations de la NABM (Nomenclature des actes de biologie médicale)) [96].

1.2.2. Les anticorps anti-ADN

A. Les anticorps anti-ADN, leur role dans la physiopathologie du lupus

Dix ans aprés leur découverte (vers 1957 [85]) les anticorps anti-ADN sont retrouvés dans
des biopsies rénales de patients atteints de néphrite lupique, rendant probable leur réle
dans le développement de l'atteinte rénale [49]. Mais ils ne sont pas les seuls : d’autres
anticorps anti-nucléaires (anti-Ro(SSA), anti-La(SSB) et anti-Sm) ainsi que des anticorps anti-
Clq ont été retrouvés dans les reins de patients lupiques [12]. Plus tard il a été montré
gu’effectivement les lésions tissulaires rénales sont liées notamment au dépot de complexes
immuns [21] au niveau des glomérules [31].

B. Les différentes cibles des anticorps anti-ADN
a- Structure de ’ADN

Le noyau d’une cellule contient des chromosomes, constitués de fibres de chromatine qui
sont elles-mémes constituées de nucléosomes empilés les uns sur les autres comme des
perles sur un fil (« beads on a string ») [29]. Un nucléosome est constitué d'environ 200
paires de bases d'ADN (donc de I'ADN double brin ou bicaténaire) enroulées autour d’un
octamere d’histones. Cette structure est aussi appelée ADN natif, différent donc de '’ADN
double brin, méme si dans la pratique courante on appelle ADN natif ’ADN double brin [90]
(figure 2).
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b- Anticorps anti-nucléosomes

Selon certaines études le nucléosome serait I'antigéne initiateur de la production d'auto-
anticorps dans le lupus avant I'ADN double brin et les histones. Cependant, certains patients
présentent des anticorps anti-ADN sans anticorps anti-nucléosomes, il y a donc sans doute
d'autres mécanismes en cause [12].

Nucléosome

Figure 2 : Structure du nucléosome

Les anticorps anti-nucléosomes sont des anticorps réagissant avec le complexe histones-ADN
et pas avec I'ADN seul ou avec les histones seuls. Pour le diagnostic du lupus, selon les
études, leur sensibilité varie de 48 a 100% et leur spécificité de 90 a 99% [29]. A des taux
élevés, ils sont aussi associés a l'atteinte rénale. Certains auteurs les considerent méme
comme plus pertinents que les anticorps anti-ADN double brin [8].

Pourtant, ils ne sont globalement pas plus spécifiques que les anticorps anti-ADN pour le
lupus : ils sont retrouvés dans des cas d'hépatites auto-immunes de type 1 et de lupus induit.
De plus s'ils sont utiles au diagnostic de lupus et éventuellement de la néphrite lupique, ils
ne sont pas indiqués dans le suivi régulier des patients [29].

C'est pourquoi, méme si les anticorps anti-nucléosomes ont leur intérét, ils ne sont pas
toujours recherchés en pratique et on leur préférera la recherche d'anticorps anti-ADN
(notamment double brin). Les anticorps anti-nucléosomes sont surtout utiles, lorsque les
anticorps anti-ADN sont négatifs, en cas de suspicion de lupus, de lupus induit ou
éventuellement dans le cadre des hépatites auto-immunes de type 1.
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c- Anticorps anti-ADN simple brin

L'ADN simple brin est aussi appelé ADN dénaturé, c'est de I'ADN libre. Certains auteurs
voient un intérét dans la recherche de ces anticorps en premiere intention avant un autre
test plus spécifique [64]. En effet, ceux-ci sont trés sensibles mais pas spécifiques ce qui
exclue leur recherche exclusive. Or certains tests de recherche d'anticorps anti-ADN double
brin (db) sont quasiment aussi sensibles mais plus spécifiques [53]. Pour ne pas multiplier les
techniques la majorité s'accorde donc a penser que la recherche d'anticorps anti-ADN simple
brin ne présente pas d'intérét en pratique courante.

d- Anticorps anti-ADN double brin

Leur recherche sera privilégiée en pratique car par rapport aux autres, ces anticorps sont
assez sensibles, assez spécifiques et utilisables pour le diagnostic et le suivi des patients
lupiques comme nous le verrons par la suite.

Selon les tests leur recherche est plus ou moins exclusive. La contamination par de I’ADN
simple brin ou la recherche simultanée d'anticorps anti-ADN double brin et simple brin peut
se voir notamment par les techniques d'ELISA (« Enzyme linkedimmunosorbentassay ») et
dans une moindre mesure pour le test de Farr, ce qui diminue la spécificité de la technique.

Pour la suite de ce mémoire lorsque nous parlerons d’anticorps anti-ADN ce sera des anti-
ADN double brin, les autres types d’anti-ADN notamment simple brin (sb) seront spécifiés si
besoin.

C. Les techniques de recherche des anticorps anti-ADN

De nombreuses techniques ont été développées au fil des années, certaines ont été
abandonnées. Trois principales sont actuellement retenues : le test de Farr, I'ELISA et I'lFI
sur C. luciliae(Crithidialuciliae). Elles seront décrites ci-dessous puis leur sensibilité et leur
spécificité seront comparées [90] [16] [42].

a- Test de Farr

C’est une technique de radio-immunologie [13] [78] [105]. De ’ADN marqué par un radio-
isotope (lode 125) est mis en contact avec le sérum du patient. Les anticorps anti-ADN du
sérum du patient se fixent sur I’ADN marqué ; ADN db et sb sont séparés en précipitant les
immunoglobulines (Ig) avec 50% d’ammonium sulfate saturé; I’ADN db marqué précipite
avec les immunoglobulines du patient alors que I’ADN libre reste dans le surnageant. La
radioactivité est ensuite mesurée, elle est proportionnelle au taux d’anticorps anti-ADN du

22



patient. Les différents isotypes d’anticorps anti-ADN sont mis en évidence sans distinction.
Cette technique ancienne et lourde est assez peu utilisée.

b- IFl sur C. luciliae

C. luciliae est un trypanosome parasite de la mouche a viande. Le kinetoplaste de ce
protozoaire contient de I’ADN db circulaire sans histones. L’ADN est pur ce qui augmente la
spécificité de la technique. Les anticorps anti-ADN sont donc visualisés par une fluorescence
au niveau du kinetoplaste, a ne pas confondre avec une fluorescence nucléaire ou une
fluorescence du corps basal du flagelle [1] [13].

Par cette technique, des IgG, des IgM ou d’autres isotypes d’anticorps anti-ADN peuvent
étre mis en évidence.

c- ELISA (« Enzyme linkedimmunosorbentassay »)

De I’ADN double brin est fixé a un support microplaque ; les anticorps anti-ADN du sérum a
tester se fixent dessus et sont révélés par un anticorps secondaire. Avant la fixation de ’ADN
a la plaque il y a fixation d’'un composant intermédiaire (comme la poly L lysine). Cela
augmente la sensibilité du test mais le fait perdre en spécificité du fait du risque de fixation
non spécifique d’lg ou de complexes immuns sur ce composant intermédiaire [42] [77].

Comme pour I'lIFI C.luciliae par cette technique tous les isotypes d’anticorps anti-ADN
peuvent étre mis en évidence selon I'anticorps secondaire ajouté.

D. La sensibilité et la spécificité des différentes techniques
a- Test de Farr
Ce test détecte les anticorps de forte avidité tres spécifiques du lupus.

Selon des études assez récentes [6] [33] [52] la sensibilité varie de 31,6 a 79,8% elle
augmente en cas de lupus actif (66,7 a 90%) ; la spécificité varie de 90,9 a 98% mais diminue
en cas de lupus actif (30,6%). Des chiffres comparables sont retrouvés dans de nombreuses
études antérieures [48].

Ce test est donc reconnu trés spécifique et assez sensible pour le diagnostic de facon
consensuelle méme si certains en sont toujours de fervents adeptes [52] alors que d’autres
le considerent comme dépassé [64].
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b- Test IFI C.luciliae
Ce test détecte les anticorps de forte et de moyenne avidité spécifiques du lupus.

Différentes études [6] [33] [48] [52] retrouvent une sensibilité (se) entre 13 et 55,8% (1
étude isolée retrouve se = 97%) et une spécificité entre 93 et 100%. En cas de lupus actif la
sensibilité augmente légerement : de 16,8 a 18,7% [52] et de 13,2 a 29,2% [33] et Ia
spécificité diminue (85,1%).

Cette technique est donc globalement peu sensible mais trés spécifique.

c- ELISA

Pour la technique ELISA les résultats sont moins homogenes entre les différents coffrets
commerciaux. Celle-ci a longtemps était considérée comme trés sensible et peu spécifique.
Cependant selon les coffrets cette affirmation n’est pas toujours vraie.

Les résultats d’'une these en 2001 [13] comparant 7 trousses de dosage ELISA, pour le
diagnostic du lupus, retrouvait :

- pour 4 trousses une sensibilité (se) élevée de 81 a 100% et une spécificité (sp) faible de 15 a
48%

- pour 1 trousse se = 56%, sp = 55%
- pour 2 trousses une spécificité élevée (92 et 63 %) et une sensibilité faible (15 et 43%).
Ces 7 trousses de dosages apparaissent donc comme tres hétérogenes.

La sensibilité élevée et la spécificité faible de certains tests peut s’expliquer par la détection
des anticorps de faible et de forte affinité. Selon les tests les anticorps de faible affinité
seront plus ou moins détectés. Lorsque les anticorps de faible affinité sont éliminés la
spécificité des tests augmente.

Ainsi pour plusieurs tests ELISA (PhadiaEliA™, Diastat™, Liaison™) une assez bonne sensibilité
et une bonne spécificité sont retrouvées pour le diagnostic (tableau 3). Par contre, ces tests
perdent de leur pertinence pour le suivi des patients : la sensibilité augmente globalement
mais la spécificité diminue (tableau 3). Nous remarquons qu’entre le diagnostic et le suivi les
performances des tests varient ; dans I'ensemble les tests sont plus performants pour le
diagnostic.

Une solution pour améliorer les performances des tests dans le suivi des patients serait de
changer leur seuil de positivité selon le contexte de leur utilisation : diagnostic ou suivi. Ainsi
le changement du seuil de positivité (par la méthode des courbes ROC) pour le suivi des
patients lupiques améliore nettement les performances des tests Fidis™ et Farryzyme™ [59]
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(tableau 3). Par contre pour les tests Diastat ™ et Liaison™ un changement du seuil de
positivité pour obtenir une spécificité a 95% pour le suivi des patients fait chuter
drastiquement la sensibilité (tableau 3). Pour ces deux tests un changement de « cut-off »
pour le suivi des patients n’est donc pas pertinent.

Une alternative serait d’utiliser un test de dosage des anticorps anti-ADN pour le diagnostic
et un autre (plus spécifique) pour le suivi des patients lupiques.

Pour ces 2 approches des renseignements cliniques sur les patients sont par contre
nécessaires.

. . o Suivi apreés changement du
Diagnostic Suivi . L
seuil de positivité
Sensibilité | Spécificité | Sensibilité | Spécificité | Sensibilité Spécificité
Phadia™ 39,54 | 932a | 70,83
45,6%
* 73% 97,7% 77,5%
Diastat™ 77,8% 86,8% 90% 34,7% 12% 95%
Liaison™ 78,6% 84,9% 73,5% 16,3% 10,2% 95%
Fidis™
100% 9,8% 83,87% 86,27%
1.
Farryzyme™
+ 93,6% 62,8% 70,97% 96,1%

Tableau 3 : Résumé de la sensibilité et de la spécificité de différents coffrets d’ELISA en
fonction du contexte [6][33] [52] [59]

* Test PhadiaEliA™ : méthode ELISA de nouvelle génération basée sur la détection d’une
fluorescence

T Pour le test Fidis™ : seuil du fabricant a 301U/mL, nouveau seuil défini par la méthode des
courbes ROC 2121U/mL

¥ Pour le test Farryzyme™ : seuil du fabricant a 301U/mL, nouveau seuil défini par la méthode
des courbes ROC 68,8IU/mL.
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Sans prendre en compte la clinique du patient, une possibilité est de réaliser une premiere
technique assez sensible puis dans un deuxieme temps si besoin une technique plus
spécifique. Nous utiliserons par exemple deux techniques ELISA combinées: une des
techniques détectant les anticorps anti-ADN de moyenne et de forte affinité et I'autre ne
détectant que ceux de forte affinité [16] ou une technique ELISA et une technique par IF
C.luciliae [53]. Notons tout de méme qu’une seule technique peut étre cotée selon la NABM.

E. Les autres parametres a prendre en compte pour le choix d’une méthode de dosage

Les caractéristiques, avantages et inconvénients des différentes techniques sont résumés

dans le tableau ci-dessous.

Test de Farr

IFI C.luciliae

ELISA

ADN purifié ou

Antigéne circulaire en ADN db circulaire ADN purifié ou circulaire
solution (mieux que fixé sur microplaque
fixé)
Sensibilité +++ ++ variable
Spécificité ++++ ++++ variable
Reproductibilité
méme trousse de Oui Peu, variabilité Oui
dosage lecteurs
Reproductibilité
entre différentes Globalement oui Globalement oui Non+++

trousses de dosage

Co(t +++ + (automatisation,
rapide, simple)
Temps et
faisabilité Mauvaise Mitigé Oui
technique Radioactivité
Quantification Mauvaise
Oui Semi-quantitatif Oui
Affinité
des anticorps Forte affinité Moyenne et forte Forte +/- faible
détectés affinité affinité
Contamination ADNsb, autres Peu ADN pur+++ ADN sb

protéines

Tableau 4 : Résumé des caractéristiques des différentes techniques de détection des

anticorps anti-ADN
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Au vu des caractéristiques mentionnées dans le tableau ci-dessus (reproductibilité pour une
méme trousse de dosage, moindre co(t et temps technique) les méthodes ELISA se
développent de plus en plus.

F. Pourquoi de telles différences dans la recherche des anticorps anti-ADN?
a- Trés grande variabilité des tests

Comme nous l'avons vu précédemment les principes des trois techniques principales que
sont le test de Farr, I'IFI sur C.luciliae et I'ELISA sont trés différents. Au-dela de cette
hétérogénéité des techniques, il existe aussi une trés grande disparité au sein des différents
tests par la technique ELISA [28] [13]. Ceci peut étre expliqué par la variabilité dans :

- la nature de I'antigene fixé, le plus souvent de ’ADN double brin, comme de I’ADN de
thymus de veau, de I'ADN recombinant... et la qualité de la préparation, risque
de contamination par de I’ADN sb d’une préparation d’ADN db ; méme si la préparation est
hautement purifiée, I’ADN db peut se dénaturer spontanément, entrainant des faux
positifs ; certains coffrets rechercheront de maniere systématique I’ADN sb qui doit étre
inférieur a un certain seuil (exemple coffret INOVA™) ;

- le tampon et la dilution des sérums ;

- le nombre de calibrants ;

- les temps d’incubation ;

- le conjugué : anticorps mono ou polyclonaux, de différentes origines ;
- le substrat [13] [59] [20] ;

- la valeur seuil.

Un manque de standardisation global est retrouvé méme si I'étalonnage est fait par rapport
au méme standard international (WO 80). Les contrdles qualité externes ont donc pour ce
dosage toute leur importance.

Notons qu’étant donné la disparité des tests de dosage d’anticorps anti-ADN, il est
recommandé que le patient soit suivi dans le méme laboratoire pour que les résultats soient
comparables.

b- Anticorps anti-ADN, un groupe trés hétérogene
Les anticorps anti-ADN présentent de nombreuses différences en ce qui concerne :

- leur affinité pour I’ADN qui peut varier, les anticorps de forte affinité sont plus spécifiques
du lupus mais moins sensibles ;
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- leur type : les IgG anti-ADN détectés par ELISA semblent plus spécifiques que les IgM ou les
IgA. Cependant, les IgM pourraient avoir leur intérét [25]. Par ailleurs, au sein des IgG il
existe différentes sous-classes ;

- la molécule d’ADN reconnue : au-dela de la différence entre simple et double brin cette
molécule présente de nombreux épitopes.

Ainsi, selon les patients et méme chez un méme individu les anticorps anti-ADN ne sont pas
tous identiques. Et chague méthode ne détecte qu’une partie de ce large spectre.

Une méthode ne peut étre exhaustive et la reproductibilité entre les méthodes n’est pas
possible totalement. Selon les études on a ainsi par exemple seulement 55% des patients
d’une cohorte de lupiques présentant des anticorps anti-ADN par les trois méthodes (ELISA,
IF C.luciliae, test de Farr) alors que 87% présentent des anticorps anti-ADN par au moins une
méthode [64]. Un laboratoire privilégie la sensibilité ou la spécificité dans le choix de son
test, voire fait éventuellement deux techniques complémentaires [53] [64]. Le clinicien doit
avoir conscience de la limite des tests et en cas de forte suspicion clinique ne s’arrétera pas a
un résultat négatif.

Par ailleurs, certains anticorps anti-ADN peuvent étre retrouvés dans d’autres pathologies
telles que le syndrome des anti-phospholipides (lupus en puissance ?), les hépatites auto-
immunes, la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Gougerot-Sjogren, le syndrome de
Sharp. Aucune technique n’est totalement spécifique du lupus [90]. Notons que cela
concerne moins de 5% de ces patients : les anticorps anti-ADN ne sont donc pas utiles en
pratique dans ces pathologies [48]. Le cas du lupus induit est aussi a souligner. Celui-ci est lié
a des médicaments tres variés : antibiotiques (minocycline, isoniazide), anti-arythmiques
(procainamide), beta-bloquant (acebutolol)... Le cas des traitements anti-TNFa
(« Tumornecrosis factor a ») tels I'infliximab ou I'etanercept est plus controversé, méme si
une étude récente les associe au lupus induit [4]. Dans cette étude on constate que les
anticorps anti-nucléaires sont souvent présents au cours d’un traitement par anti-TNFa mais
on ne parlera de lupus induit qu’en cas de symptomes lupiques, le plus souvent
accompagnés d’'une augmentation des anticorps anti-ADN. Les anticorps anti-histones quant
a eux, sont souvent retrouvés dans les lupus induits mais aussi en cas de lupus : ils ne sont
pas spécifiques.

G. Les anticorps anti-ADN, intérét pour le diagnostic du lupus
La sensibilité du test sera privilégiée.

L'intérét des anticorps anti-ADN pour le diagnostic du lupus a déja été évoqué dans la partie
sur la sensibilité et la spécificité des différentes techniques, nous revenons ici sur ce sujet
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avec une approche plus globale que nous donne une revue exhaustive de la littérature de
2002 [48].

Dans cette revue la pertinence diagnostique des anticorps anti-ADN pour le lupus a été
évaluée, sur 168 articles, les 16 plus pertinents donnaient une moyenne de 57,3% pour la
sensibilité et de 97,4% pour la spécificité. A partir de ces données des rapports de
vraisemblance sur I'intérét diagnostique des anticorps anti-ADN ont été calculés (tableau 5).

Le rapport de vraisemblance positif (RVP) répond a la question : quel est I'accroissement de la
probabilité qu’une personne soit atteinte d’une maladie a la suite d’un test positif?

Le rapport de vraisemblance négatif (RVN) répond a la question : quel est I'accroissement de la
probabilité qu’une personne ne soit pas atteinte d’une maladie a la suite d’un test négatif?

Ils se calculent selon les formules suivantes : RVP=se/(1-sp) ; RVN=(1-se)/sp

On définit comme trés utile le test si la RVP est >5, la RVN <0,2 ; utile si 2< RVP <ou=5 et 0,2 < RVN
<0,5 et inutile si RVP <2 et RVN >0,5.

Tableau 5 : Définitions et méthodes de calculs des rapports de vraisemblance

Le rapport de vraisemblance négatif (RVN) calculé est de 0,49. Cette valeur définie le dosage
des anticorps anti-ADN comme utile pour confirmer I'idée qu’une personne n’est pas
atteinte du lupus. Mais elle n’est pas tres significative ; des anticorps anti-ADN négatifs
n’excluent pas un diagnostic de lupus.

Le rapport de vraisemblance positif (RVP) par contre est trés pertinent puisqu’il est > 10.
Cette valeur définie le dosage des anticorps anti-ADN comme trés utile pour confirmer l'idée
gu’une personne est atteinte du lupus. Notons, comme nous le souligne une revue de la
littérature de 2002 [96] qu’il est important d’avoir des signes cliniques en faveur d’un lupus,
c’est-a dire une probabilité pré-test suffisante.

Les anticorps anti-ADN ont donc tout leur intérét dans le diagnostic du lupus; ils font
d’ailleurs partie des criteres de diagnostic selon I’ACR (cf 1.1.2.) ; cependant la méthode
n’est pas spécifiée et comme nous I'avons vu elle influence considérablement le résultat.

H. Les anticorps anti-ADN, intérét pour le suivi du lupus
La spécificité du test sera privilégiée.

Pour le suivi du lupus, I'intérét des anticorps anti-ADN a aussi déja été évoqué dans la partie
sur la sensibilité et la spécificité des différentes techniques, mais pour une approche plus
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globale sur le sujet nous exposerons les résultats de la revue de la littérature déja citée pour
le diagnostic [48].

En moyenne, sur 23 études sélectionnées pour leur pertinence la sensibilité est de 66% et la
spécificité de 66%. Mais, entre les études il existe une grande variabilité de résultats. Cette
hétérogénéité n’est pas surprenante étant donné la disparité des techniques comme nous
I'avons vu. De plus, les études different parfois sur la définition précise d’un lupus actif
(certaines incluant les anti-ADN), la prise ou non d’un traitement par le patient ...

Le RVP moyen est de 4,14 ce qui évalue la recherche des anticorps anti-ADN comme utile
(entre 2 et 5). Ainsi en prenant en compte les autres éléments cliniques et biologiques de
détermination de l'activité du lupus, des anticorps anti-ADN positifs n"augmentent que
modérément la probabilité d’un lupus actif. Le lien est moins fort que pour le diagnostic.
D’ailleurs, dans plusieurs études, des patients lupiques en rémission présentent
fréguemment des anticorps anti-ADN élevés de facon persistante. Par contre, selon la
majorité des études des taux élevés d’anticorps anti-ADN augmentent la spécificité du test
pour le lupus actif.

Dans cette revue, le RVN moyen est de 0,51, ce qui donne peu de valeur aux anti-ADN
négatifs pour exclure un lupus actif.

D’autre part cette méme revue de la littérature ne retrouve pas la présence d’anti-ADN
comme prédictive d’une poussée a venir [48]. A l'inverse certaines études [34] [56] ont
montré que les anticorps anti-ADN pouvaient chuter juste avant une poussée, phénomene
qui serait expliqué par le dép6t de ces anticorps dans les tissus et par leur fuite urinaire en
cas d’atteinte rénale.

Pour ce qui est de la néphrite lupique certaines études ont montré une corrélation avec les
anticorps anti-ADN [24] [42] [81] mais le lien n’est pas spécifique. Dans la revue de la
littérature présentée [48] sur 8 études sélectionnées on retrouve une sensibilité de 0,65,
une spécificité de 0,41, un RVP de 1,7 et un RVN de 0,76. Les anticorps anti-ADN ne sont
donc pas pertinents pour détecter la néphrite lupique ; I'association des anticorps anti-Clq
et anti-ADN semble déja plus fructueuse [60].

En pratique un clinicien ne modifiera pas un traitement devant une variation des anticorps
anti-ADN, il rapprochera éventuellement le suivi, mais se fiera plus a la clinique. Il existe
donc un besoin important de nouveaux marqueurs pour cette pathologie a I’évolution
imprédictible et parfois dangereuse. Une association de plusieurs marqueurs (comme on
commence déja a le faire [60] [91] permettra sans doute de suivre I’évolutivité de la maniere
la plus précise possible.
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1.2.3. Les autres anticorps anti-nucléaires retrouvés chez les patients lupiques

A. Les anticorps anti-Sm

Les anticorps anti-Sm sont dirigés contre de multiples antigénes correspondant a des
polypeptides présents dans les « smallnuclearribonucleoprotein». Ceux-ci participent a
I’épissage de 'ARN messager dans le noyau. Les anticorps anti-Sm doivent leur nom au
patient chez qui ils ont été mis en évidence pour la premiére fois en 1966 : monsieur Smith.
lIs ont une sensibilité faible, détectables chez 5 a 30% des patients lupiques [68] mais une
bonne spécificité pour le lupus et, contrairement aux anticorps anti-ADN, ils persistent dans
le temps méme en cas de rémission. lls font d’ailleurs partie des critéres diagnostiques de
I’ACR du lupus [35]. IIs sont quasiment toujours associés aux anticorps anti-RNP. Par ailleurs
on retrouve des anticorps anti-RNP chez 25 a 47% des patients lupiques ; ils sont par contre
moins spécifiques [20] ; de forts taux d’anticorps anti-RNP sont associés au diagnostic de
connectivite mixte.

B. Les anticorps anti-SSA SSB

Les anticorps anti-SSA (ou Ro) et anti-SSB (ou La) ne sont pas spécifiques du lupus mais sont
utiles lorsque les anticorps anti-ADN sont absents. On les retrouve aussi dans le syndrome
de GougerotSjogren. Chez la femme enceinte les anti-SSA peuvent étre associés a un bloc
cardiaque congénital pour le bébé [20].

C. Les anticorps anti-histones

Comme nous l'avons vu plus haut les histones sont des composants du nucléosome ; on
parlera d'anticorps anti-histones pour les anticorps dirigés contre les épitopes présents sur
un nucléosome constitué et contre les épitopes présents lorsque les histones sont dénaturés
[29]. On les retrouve dans le lupus (50 a 80% des patients) mais ils ne sont pas spécifiques.
lls sont retrouvés fréquemment dans le lupus induit [47] [20], parfois dans d’autres
pathologies comme la polyarthrite rhumatoide.

D. Les anticorps anti-PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

Cet anticorps a été décrit pour la premiére fois en 1978 [69]. Il est dirigé contre une protéine
de I'ADN polymérase. Il est mis en évidence par IFl sur cellule Hep2 puis éventuellement
confirmé par double immunodiffusion. Il est assez spécifique du lupus, surtout a des titres
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élevés. Cependant souvent d’autres anticorps anti-nucléaires masquent sa présence sur I'IFI
Hep2 [58].

E. Les anticorps anti-ribosomes

Les anticorps anti-ribosomes forment un groupe hétérogéne avec des cibles antigéniques
multiples. lls se caractérisent par une fluorescence cytoplasmique en IF sur cellules Hep2 ou
sur coupe de foie, de rein, d’estomac ou de pancréas de rat. lIs sont peu sensibles et pas tres
spécifiques du lupus : environ 33 % sont présents dans d’autres pathologies (affections auto-
immunes, cancers) [43]. Les anticorps dirigés contre les protéines ribosomales P sont plus
spécifiques. Cette spécificité est recherchée par western blot et par immunodot.

1.3. Le complément

1.3.1 Présentation générale

A. Le fonctionnement global

Le systeme du complément est un systéme de l'immunité innée, en interface avec
I'immunité adaptative. Il est en premiere ligne de défense contre les micro-organismes mais
joue aussi un réle dans I’élimination des cellules apoptotiques. Il est composé d’environ 35
protéines principalement plasmatiques. Le complément circulant est sous forme non activé.

Il existe trois voies d'activation qui par une série de réactions enzymatiques en cascade
menent a la formation de C3 convertases : C4bC2a pour la voie classique et la voie des
lectines et C3bBb pour la voie alterne. Ces C3 convertases clivent C3. C3 est le composant
central du complément et la plus abondante des protéines sériques du complément. Ce
clivage meéne notamment a la production de fragments C3b. Ceux-ci ont un role
d’opsonisation des pathogenes ou des cellules hétes. Ils ménent aussi a la formation d’une
C5 convertase ; celle-ci par une succession d’activations des composants C6 a C9 permet
d’aboutir a la formation du complexe d’attaque membranaire (figure3). A tous les niveaux la
cascade du complément est régulée par de nombreuses protéines.
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B. La voie classique

Sa protéine de reconnaissance est le C1q; il reconnait les IgG et IgM de complexes immuns,
des agents pathogenes, certaines protéines comme la CRP et les cellules apoptotiques. Le
Clq est lié aux protéases a sérine Clr et Cls qui déclenchent la cascade d’activation du
complément. Le C1 inhibiteur bloque I'activité de Clr et de Cls. Cette voie est calcium et
magnésium dépendante.

C. La voie des lectines

Ses protéines de reconnaissance sont la MBL (« Mannose-bindinglectin ») et les ficolines qui
se lient aux carbohydrates d’agents pathogenes et de cellules apoptotiques. Elles circulent
en association avec les MASP (« MBL associated serine proteases ») équivalents aux Clr et
C1s de la voie classique et qui permettent I'activation de la cascade du complément. Cette
voie est calcium dépendante.

D. La voie alterne

Cette voie s’active par un clivage spontané de C3, suivi d’une interaction avec les facteurs B
et D. Le C3b a notamment un rble d’opsonisation des micro-organismes. Elle est régulée par
la properdine qui a un role principalement activateur mais peut étre aussi inhibiteur [98].
Cette voie est magnésium dépendante.

1.3.2 Implication dans la physiopathologie du lupus

A. Les effets néfastes du complément

a- Réponse inflammatoire

L'activation du complément se fait normalement en réponse a lintrusion d’agents
pathogenes (ou par les cellules apoptotiques) mais en cas de lupus elle est déclenchée par
des antigénes du soi notamment nucléaires. Cette activation induit une réponse
inflammatoire globale de I'organisme. Cette réponse inflammatoire est déclenchée entre
autres par des anaphylatoxines : ce sont les fragments C3a, C4a et C5a, produits lors du
clivage de C3, C4 et C5. Ll'activation des macrophages, granulocytes et mastocytes par la
fixation des complexes C3b-antigéne participe aussi a la réponse inflammatoire.
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b-Dommages tissulaires

Selon les modeéles animaux la glomérulonéphrite lupique est initiée par dépot ou formation
de complexes immuns dans le rein ce qui provoque I'activation du complément (formation
du complexe d’attaque membranaire...) [12].Sur ces modéles animaux |'activation de la voie
alterne notamment est cause de lésions rénales.

Dans les reins de patients atteints de néphrite lupique on retrouve en immunofluorescence
des dépodts de composants des trois voies d’activation du complément. Ces dépdts (de
properdine entre autres) pourraient étre un indice d’activité histologique de la néphrite
lupique [83].

Cependant des patients lupiques présentent des dépots de complexes immuns et méme des
Iésions de glomérulonéphrite a I'histologie sans jamais développer d'atteinte rénale clinique.
Il existe donc d'autres facteurs impliqués dans I'évolution vers I'atteinte clinique [15] [30]
[101].

B. Les effets protecteurs du complément

a-Déficit en complément et prédisposition au lupus

Les déficits en complément peuvent concerner a peu prés tous ses composants ; ils sont
globalement rares. lls peuvent étre associés a différentes manifestations cliniques
notamment des infections, comme c’est le cas pour les déficits en Clq, Clr, Cls, C2 et C4.

Mais, en dehors du risque infectieux, le déficit homozygote en C1, dans une moindre mesure
en C2 et a une encore plus faible fréquence en C4 constitue un facteur de risque de
développer un lupus. Ainsi plus de 90% des personnes déficitaires en Clq et Clr/Cls
développent une pathologie équivalente au lupus alors que seulement 10 a 20% des
personnes déficitaires en C2 développeront un lupus [98]. En cas de déficit en C1 ou en C4 le
lupus concerne les hommes et les femmes avec la méme incidence et commence
habituellement tot dans la vie, alors qu’en cas de déficit en C2 les femmes sont plus
atteintes que les hommes et développent un lupus plus tardivement [98].

Les déficits en composants précoces de la voie classique sont un facteur de risque de lupus
mais pas d’autres maladies auto-immunes [87]. Cela nous conforte dans l'idée que le
complément est impliqué dans la physiopathologie du lupus.

En dehors des déficits génétiques qui ne sont pas la majorité des cas, lors des poussées de la
maladie les patients lupiques présentent un déficit fonctionnel en protéines du complément,
lié a son activation et donc a sa consommation. Ce déficit, a défaut d’étre a 'origine de la
maladie, pourrait I'auto-entretenir par les mémes mécanismes.
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b- Prise en charge des complexes immuns

Comme nous lI'avons vu plus haut, dans les organes cibles du lupus, notamment le rein, un
dépobt de complexes immuns est observé. Or le complément a un role de solubilisation et
d’élimination des complexes immuns en les recouvrant de C3b [94] [76].

En effet les C3b liés aux complexes immuns se fixent au récepteur CR1
(« Complementreceptor 1 ») situés sur les érythrocytes, ce qui permet le transport de ces
complexes dans la circulation et leur élimination dans la rate. Dans les années 80 il a été
montré que la consommation du complément pendant les poussées lupiques induisait une
diminution du récepteur CR1 [39]. L’hypothése est que ces récepteurs seraient « saturés »
par les complexes immuns et donc artificiellement diminués.

c- Induction de la tolérance immune

Le complément favorise I’élimination des lymphocytes auto-réactifs [98] [14]. Il présente des
antigenes du soi aux lymphocytes B spécifiques de ces antigenes, ce qui induit I’élimination
de ces lymphocytes.

Ainsi, en cas de déficit en complément, les lymphocytes B auto-réactifs arrivent plus
facilement a maturation et peuvent reconnaitre les auto-antigenes du lupus et induire une
réponse immunitaire.

d- Elimination des cellules apoptotiques

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est trés fréquente dans I'organisme tout au long
de la vie et est utile au maintien de I'homéostasie tissulaire. Les cellules apoptotiques sont
opsonisées par le Clq, la MBL, les ficolines (L et H) mais aussi les pentraxines (C-reactive-
protein, serumamyloid P component ...) et les IgM [98]. Cette reconnaissance permet une
phagocytose physiologique.

Par contre, en cas de déficit dans ces molécules de reconnaissance, la cellule n'est pas bien
prise en charge et on observe une nécrose inflammatoire de celle-ci et un relargage des
composants du noyau qui deviennent des cibles pour d'éventuels auto-anticorps (figure 4).
Ces conclusions ont été permises par I'étude de souris «knock-out» pour une molécule de
reconnaissance (tableau 5) [23] et les constatations faites chez les patients ayant un déficit
génétique en certaines molécules.

Dans le méme ordre d'idée I'augmentation de |'apoptose (exposition aux ultra-violets par
exemple) pourrait favoriser I'exposition des antigénes nucléaires au systeme immunitaire.
Cette augmentation de I'apoptose pourrait aussi étre liée a I'altération de protéines/genes
comme Fas ou Bcl-2 (accélération de I'apoptose des cellules circulantes). Ce mécanisme
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semble avoir un impact important dans le développement des auto-anticorps anti-nucléaires

du lupus. Sa meilleure connaissance pourrait permettre de cibler les thérapeutiques [54].

Molecule Phenotype of knock-out mice References
Clg Systemic autoimmunity with autoantibodies Taylor et al. (2000), Botto et al. (1998), Quartier et al. (2005),
and glomerulonephritis Nauta et al. {2002), Castellano et al. (2004), Ogden et al.
Increased numbers of apoptotic cells in (2001}, Vandivier et al. (2002)
glomeruli (in kidneys)
Delayed clearance of apoptotic cells from
peritoneal cavity
3 No (enhanced) autoantibody response against Sekine et al. (2001), Einav et al. (2002)
chromatin
No autoimmune disease
C4 Systemic autoimmunity with autoantibodies Taylor et al. (2000), Chen et al. (2000)
and glomerulonephnitis
Delayed clearance of apoptotic cells from
peritoneal cavity
SAP Systemic autoimmunity with autoantibodies Bickerstatt et al (1999), Nauta et al. (2003b)
and glomerulonephnitis
Enhanced immune response against chromatin
MBL Decreased clearance of apoptotic cells Stuart et al. (2003), Byl et al. (2003)
No autoimmune disease
IeM Immune response against nuclear antigens Quartier et al. (2005), Ehrenstein et al. (2000), Boes et al.

Decreased clearance of apoptotic cells

(2000)

Adapted from Roos et al. (2004).

Tableau 5 : Phénotypes de souris déficitaires en molécules de I'immunité innée[23]
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Figure 4 : Induction de I'apoptose et élimination des cellules apoptotiques[23]
e- Controle de la production des cytokines

38




Le déficit en C1qg pourrait modifier la production des cytokines [106]. Or les interferons de
type 1 notamment sont des cytokines qui jouent un réle important dans la physiopathologie
du lupus [12], [75]. lls y sont impliqués par de nombreux aspects (positifs ou négatifs) ; la
réponse anti-virale en est un, I'infection virale étant possiblement un agent étiologique du
lupus. Ainsi le Cl1q jouerait un réle protecteur contre le lupus en régulant la production des
cytokines.

1.3.3. CH50, C3, C4, CIC

En cas de poussée lupique le systeme du complément est activé, ses composants sont
consommeés ce qui peut amener a un déficit partiel ou a une dysfonction. Une diminution du
C3, C4 et / ou du CH50 (test hémolytique fonctionnel d’activation de la voie classique du
complément) peut donc signifier une maladie active. De méme le retour a la normale de ces
parametres sera un signe biologique d’amélioration.

Pour le diagnostic de lupus une diminution de C3, C4 et / ou CH50 associée a d’autres
critéres cliniques et biologiques sera aussi un argument en plus. Sachant que cette
diminution n’est pas spécifique et est a interpréter en fonction du contexte. Ces signes
biologiques d’activation du complément existent chez 40 a 60% des patients lupiques [54]
[104]. Ces déficits transitoires en complément sont bien sGr a distinguer des déficits
génétiques que nous avons évoqués plus haut.

En cas de poussée il est aussi possible de mettre en évidence une élévation des complexes
immuns circulants (CIC). Ceux-ci ne sont pas spécifiques du lupus et peuvent étre retrouvés
notamment dans d’autres maladies auto-immunes.

1.3.4. Les anticorps anti-Clq

Les anticorps anti-C1qg ont été décrits pour la premiére fois en 1984 [99]. Depuis 2007 leur
recherche est recommandée par «the EuropeanleagueAgainstRheumatism» pour le
diagnostic et le suivi des patients lupiques [7]. On les retrouve principalement chez ces
patients (environ 20 a 40% des malades atteints de lupus présentent des anticorps anti-Clq
[104]) et en cas de vascularite urticariennehypocomplémentémique, plus rarement dans
d'autres cas [84]. Ce marqueur n'est donc pas spécifique du lupus [46].

Le Clq est constitué d'une partie collagene effectrice et de plusieurs tétes globulaires de
reconnaissance formant comme un bouquet de tulipes. Les anticorps anti-C1q recherchés
en routine sont dirigés contre la partie collagéne du Clg. Le complexe immun Clg-anti-Clq
active la voie classique du complément (par I'intermédiaire d’un autre Clq). Ce phénoméne
provoque des lésions tissulaires notamment dans le rein.
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Récemment on a pu mettre en évidence que certains anticorps anti-Clq, dirigés contre sa
téte globulaire [80], inhibait l'interaction du Clq avec les IgG des complexes immuns et la
CRP. Ainsi certains anticorps anti-C1lq pourrait provoquer un déficit fonctionnel en Clq, ce
qui induirait un défaut d'élimination des cellules apoptotiques et des complexes immuns par
Clq[12].

La signification clinique des anticorps anti-Clq reste controversée. Malgré une valeur
prédictive positive parfois limite (50% [65]), la plupart des auteurs les associent a la néphrite
lupique [3] [65] [97]. Certains les considerent méme prédictifs d’'une poussée rénale dans les
6 mois [45] [65] [79].

Cependant dans une étude japonaise prospective (sur 2ans) longitudinale parue en 2011 et
incluant 126 patients [46] on conclue que les anticorps anti-C1lq sont associés (p < 0,0001) a
I'activité lupique globale (SLEDAI-2K) et aux marqueurs biologiques du lupus (anticorps anti-
ADN, C3, C4, CH50, CIC) mais pas a la néphrite lupique active (p=0,462). Notons qu’il est
reproché a cette étude un trop faible nombre de néphrites lupiques actives pour conclure
[97].

Les différentes études sont par contre en accord sur le fait que les anticorps anti-C1g ont
une bonne valeur prédictive négative (87%) [46) [65] [79] pour la néphrite lupique active, et
qu’ils décroissent significativement avec I'amélioration clinique sous traitement. Ainsi pour
les patients positifs en anticorps anti-Clq, le suivi de cet anticorps est un bon marqueur
d'efficacité du traitement. Par ailleurs une étude [44] semble mettre en évidence une tres
bonne valeur prédictive négative des anti-Clg pour la nécrose glomérulaire; ainsi les
anticorps anti-C1q seraient plus spécifiques d’un type de lésion histologique.

1.3.5. La MBL et les ficolines

A. La MBL

Comme nous l'avons vu plus haut une mauvaise élimination des cellules apoptotiques
participerait a la physiopathologie du lupus. Or la MBL reconnait les débris de cellules
apoptotiques et est impliquée dans la phagocytose des cellules apoptotiques par les
macrophages.

On pourrait donc penser que, comme pour les déficits en composants précoces de la voie
classique, les déficits en MBL prédisposeraient au lupus. C’est le cas selon certaines études
(notamment par polymorphisme du géne MBL-2) mais ce point reste trés controversé [98]
[70]. Il est par contre admis que dans certains cas les déficits en MBL, associés a d’autres
facteurs, augmentent la susceptibilité aux infections voire aux évenements cardio-
vasculaires [98].
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Notons par ailleurs que les taux bas de MBL observés chez des lupiques pourraient étre
attribués non pas a un déficit constitutionnel mais a des anticorps anti-MBL ou a une
consommation de la MBL. Cependant, dans I'état actuel des connaissances, des anticorps
anti-MBL ont été mis en évidence chez des patients lupiques mais sans corrélation avec le
titre de MBL [95].

B. Les ficolines

Actuellement trois ficolines ont été mise en évidence : la ficoline M (ou 1), la ficoline L (ou 2)
et la ficoline H (ou 3).

Au sujet de la ficoline M il n’y a pas de données permettant de la mettre en lien avec le
lupus.

Comme la MBL, la ficoline L a la capacité de se lier aux cellules apoptotiques, elle pourrait
donc étre impliquée dans la physiopathologie du lupus [61]. Selon une étude japonaise
parue en 2012 [102] les taux de ficoline L sont plus bas chez les patients lupiques que les
individus sains (5 pg/ml versus 8,7ug/ml, p= 0,0001). Notons que des taux bas de ficoline L
ne sont pas associés au SLEDAI mais a la thrombopénie chez les patients lupiques [102].

En ce qui concerne la ficoline H nous I'étudierons plus particulierement dans la prochaine
partie.

2. La ficoline H

2.1. Circonstance de découverte

La ficoline H (Hakata antigene) fut mise en évidence pour la premiére fois en 1978 [40] puis
caractérisée dans les années 1990 [41]. Son nom est I'ancien nom de Fukuoka City ou elle a
été découverte. Cette protéine a été découverte par I'intermédiaire de son anticorps présent
chez des patients lupiques dont les sérums réagissaient avec les sérums de patients sains
[41].

En 1996 [107] on prouve que ces anticorps sont des auto-anticorps, mais on ne les trouve
gue chez une faible proportion de patients lupiques, la sensibilité de la méthode étant peut-
étre a mettre en cause.
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2.2. Présentation générale

La ficoline H est synthétisée et sécrétée par les hépatocytes, les cellules du tractus biliaire et
les cellules bronchiques et alvéolaires [2].

Comme la ficoline L, la ficoline M et la MBL,la ficoline H active |la voie des lectines[62].

La ficoline H se lie notamment au GlcNac, au GalNAc et au D-fucose mais pas au mannose ou
au lactose. La MBL et chaque ficoline ont des spécificités de reconnaissance des sucres
différentes [109]. Le tableau ci-dessous (tableau 6) récapitule les différents ligands reconnus
par Clq, la MBL et les ficolines (appelés aussi les « collagénes de défense » du fait de leur
structure comparable a celle du collagene).

La ficoline H se lie a la BSA (« Bovine serumalbumin ») acétylée de facon dépendante du
calcium, comme nous le montre l'inhibition de l'interaction par I'EDTA (Acide éthyléne
diamine tétraacétique). De plus un site de liaison au calcium se trouve au niveau de son
domaine de reconnaissance [26]. Cette liaison est inhibée par de fortes concentrations de sel
ce qui est en faveur d’un réle important des interactions ioniques dans la liaison de la
ficoline H avec les groupes acétylés.

La liaison avec une bactérie telle Aerococcusviridansest plus complexe et ne semble pas
totalement calcium dépendante. Les molécules N-acétylées telle la N-acetylgalactosamine et
la N-acetylglucosamine peuvent inhiber I'interaction de la ficoline H avec certains ligands
[108].

Par ailleurs c’est la plus petite des 3 ficolines humaines (figure 5). Mais son gene (FCN3) situé
sur le chromosome 1 [36] est le plus exprimé parmi les ficolineset elle a la plus forte
concentration. Les concentrations sont : pour la MBL et la ficoline M de 0,8 pg/ml, pour la
ficoline L de 3,7 a 8,7 ug/ml et pour la ficoline H de 18,4 a 32,4ug/ml [9].Elle a aussi la plus
grande capacité d’activation du complément et une résistance aux collagénases (que n’ont
pas les autres) [38].

- 54 aa —>|

| RBRRRBIARARy s

| < 69 aa >
L-Ficolin
| =— 57 aa —3 |
M-Ficolin
|=—33aa—
378 H-Ficolin
Figure 5 : Structure trimérique de la MBL et des
ficolines[9]
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Acides

Sucres . Lipides Protéines
nucléiques
Porines
bactériennes
GlcNAc
) ADN LPS glycoprotéines
Clq deoxyribose )
ARN PS virales
h i -
eparing Lipide A IgG, IgM, gC1gR
PTX3, CRP, SAP,PrP
agal. Ig, PTX3, SAP
glycoprotéines
mannose, GIcNAc .
MBL ADN virales
glucose, L-fucose
ARN Porines
bactériennes
GIcNAc, b-glucane
L CPS bactériennes LTA PTX3, CRP
L-ficolin ADN
groupes Ac, PTX3, CRP
heparine
Gal, D-fucose
H-ficolin
PSA, groupes Ac LPS
groupes Ac
M-ficolin (GIcNAc, GalNAC, PTX3, CRP

acide sialique)

Tableau 6 : Ligands des « collagénes de défense »[3] [55][93]

Ac : Acétyle, ADN : Acide désoxyribonucléique, Agallg : Immunoglobuline agalactosilée, ARN :

Acide ribonucléique, CPS: Capsule polysaccharidique, CRP: « C-reactiveprotein », Gal:

Galactose, GalNAc : N-acetylgalactosamine, gC1gR : Récepteur des tétes globulaires de Clq,

GlcNac : N-acétyle glucosamine, LPS : Lipopolysaccharide, PrP : plasma riche en plaquettes,
PSA : Polysaccharide, PS : Phosphatidylsérine, PTX3 : Pentraxine3, SAP : « Serumamyloid P-

component ».
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2.3. Concentration variable chez les patients lupigues

En général les patients lupiques présentent des taux élevés de ficoline H (56.1 pug/ml versus
18,4 a 32.4 pug/ml dans la population générale) [5] ; ceux-ci ne sont pas clairement associés a
I'activité de la maladie [5] et la ficoline H est au contraire abaissée ou absente chez environ
5% des patients lupiques [36]. Par ailleurs certains patients présentant des infections a
répétition sont aussi déficitaires en ficoline H [5] [36] [67].

2.4. Analogie avec C1lg et MBL

Les ficolines font partie de la famille des collectines, avec la MBL. La structure des ficolines
est trés proche de celle du Clq et de la MBL (figure 5 et 7).

Les trois ont un domaine de reconnaissance par des tétes globulaires en C-terminal. La
reconnaissance se fait pour les ficolines par un domaine « fibrinogenlike » (FBG) -car proche
des chalnes beta et gamma du fibrinogene- et pour la MBL par les CRD (C-type (Calcium
dépendant) carbohydrate recognition domain).

Par ailleurs le Clq, la MBL et les ficolines ont tous en N-terminal un domaine collagéne
effecteur.

Pour la MBL et les ficolines trois tétes globulaires sont reliées a une triple hélice « collagen-
like » (le tout correspond a 3 chaines polypeptidiques identiques) ; jusqu’a 4 ou 6 triples
hélices peuvent se joindre ensemble (figure 6).

A Collagen-like
domain CRD

Ll —

Cysteine-rich region I_ MNeck region

Ficolin | |

Collagen-like  Fibrinogen-like domain
domain

b MWW
d'W'lMMN\MﬂhQ

=nmotoooooom—C.
sl

Polymerization

Ficolin Figure 6 : Structure de la MBL et des ficolines[3]
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Le domaine « collagen-like » est assez similaire pour la MBL et les ficolines. Cela n’est pas
étonnant étant donné que, au moins pour la MBL et les ficolines L et H, les mémes molécules
effectrices s’y lient : les MASP (figure 8) et leurs protéines tronquées : les SMAP (« small MBL
associatedprotein ») et les MAp44 [63].

Pour le Clq il existe aussi des chaines polypeptidiques mais elles sont différentes. Les
molécules effectrices sont le Clr et le Cls.

La structure des MASP est identique a celle des Clr et C1s de méme que leur activation [36].

De plus, les structures tertiaires du Clq, de la MBL et des ficolines sont proches [55].

Tétes globulaires

//{’// / domaine de reconnaissance
W
‘ "m."{/ .
/Par'tie collagéne
/ domaine eﬁecm

. Activation du complément
. Opsonisation/phagocytose

Figure 7 : Représentation schématique des C1q, MBL et ficolines[18]

Ficolin

cartmh'fdrales microbe

Figure 8 : Les MASP, protéases effectrices des ficolines [22]
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Ainsi le Clg, la MBL et les ficolines sont comparables par leur structure et leur
fonctionnement. Or on a montré le role du Clq et des anticorps anti-C1lq dans le lupus ainsi
gue celui moins clair de la MBL et des anticorps anti-MBL, le role des ficolines et des
anticorps anti-ficolines mérite donc d’étre approfondi.

2.5. Role anti-infectieux limité et concentration importante

Parmi les protéines de reconnaissance de la voie des lectines, la MBL et la ficolinel
reconnaissent de nombreux agents pathogenes. Ainsi la MBL reconnait notamment des
variants du Staphylocoque doré, la ficoline L des Staphylocoques dorés et des Streptocoques
pneumoniae encapsulés.

A la différence de ces deux molécules il n'a pas été mis en évidence beaucoup de cibles
infectieuses pour la ficoline H (dans une étude un type d'Aerococcusviridans [50] [108] et
récemmentle virus influenza A [100]). La ficoline H est capable d’agglutiner des érythrocytes
recouverts de lipopolysaccharides de salmonelles et peut aussi se fixer aux
lipopolysaccharides d’Hafniaalvei [92], mais dans ces deux cas il n’a pas été possible de
mettre en évidence une liaison de la ficoline H avec la bactérie entiére [89] [108].

Cellules
. Levures et . . .
Bacteries . Parasites Virus apoptotique
champignons .
Gram+ VIH EBV v
5 .
Clq Gram- ? protozoaires HSV-1
Candida albicans
Gram+
Gram- saccharomyces Trypanosomacruz VIHIAV v
MBL Mycobacterie cerevisiae Yp ; HSV-2
¥ . Aspergillusfumigatu HBV
S
Ficolin Gram+ Aspergillus Trypanosomacruz v
. , VHC?
el Gram- fumigatus i
Ficolin Influenz v
G - ? ?
eH fam aA?
Ficolin Gram+ ) ) ) )
eM Gram-

Tableau 7 : Cibles des « collagénes de défense »[3] [55] [93] [100]

46




VIH : virus de I'immunodéficience humaine, EBV : Epstein Barr virus, HSV : Herpés simplex
virus, IAV : Influenza virus type A, VHC : virus de I’hépatite C.

De méme, comme nous le montre le tableau 7, la ficoline H, contrairement a la ficoline L, a la
MBL ou au Clq n’a pas de cibles connues pour les champignons ou les parasites.

Pourtant, comme nous l'avons vu plus haut, des trois ficolines, les concentrations
plasmatiques de la ficoline H sont les plus élevées, elle a la plus grande capacité d’activation
du complément et une résistance aux collagénases (que n’ont pas les autres) [38]. On
pourrait donc penser que si la ficoline H a un role infectieux limité elle joue un autre réle, par
exemple dans I'élimination des cellules apoptotiques.

2.6. Role dans I’élimination des cellules apoptotiques

Comme cela a été montré pour le Clq, la MBL et la ficoline L, la ficoline H se lie aux cellules
apoptotiques [51] et facilite leur élimination [37]. Tout comme pour le Clg cette liaison se
fait a une phase tardive de I'apoptose, surtout a la phase de nécrose cellulaire, apres perte
de l'intégrité de la membrane cellulaire. Les macrophages phagocytent précocement les
cellules apoptotiques ; les cellules a une phase tardive de I'apoptose ou nécrotiques sont
prises en charge par le complément car elles ont échappé aux premiers mécanismes
d’élimination.

La liaison de la ficoline H aux cellules apoptotiques a été mise en évidence aux
concentrations sériques physiologiques de ficoline H chez I'homme. Elle est calcium
dépendante (I'EDTA étant inhibiteur), dose dépendante et saturable.

Si la MBL et la ficoline L semblent se lier a I’ADN et I’ARN des cellules apoptotiques [74] la
ficoline H quant a elle a d’autres cibles. De méme elle ne se lie pas aux mémes lignées de
cellules apoptotiques que la ficoline L [37] [51]. Cette différence de ligands explique peut—
étre en partie le fait que la ficoline H a un réle d’opsonisation des cellules apoptotiques
beaucoup plus puissant que la ficoline L: en effet celle-ci n"augmente que légerement la
prise en charge des cellules nécrotiques alors que la ficoline H favorise I’élimination des
cellules apoptotiques a un stade tardif en plus des cellules nécrotiques [37].

Selon différentes études [19] [71] le Cl1q et la MBL semblent agir comme des opsonines pour
les cellules apoptotiques en se liant a la surface des macrophages par l'intermédiaire du
recepteurcalréticuline-CD91. Or la ficoline H se lie a la calréticuline [37] il est donc possible
qu'elle se lie aussi au recepteur calréticuline-CD91 des macrophages. En effet, son
interaction avec la calréticuline est inhibée par la MBL suggérant qu'ils ont le méme site de
fixation a la calréticuline. Cependant il existe d'autres récepteurs pour la ficoline H au niveau
des macrophages, en effet le blocage de la calréticuline n'inhibe pas la phagocytose médiée
par la ficoline H.
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OBIJECTIFS



Dans la premiere partie de cette introduction concernant les marqueurs biologiques du
lupus il est mis en évidence un besoin de nouveaux marqueurs pour cette pathologie.Les
atteintes peuvent étre graves (insuffisance rénale terminale, neurolupus..) et sont
difficilement prédictibles. Pour l'atteinte rénale, qui est la complication grave la plus
fréquente, la protéinurie n’est pas assez sensible pour mettre en évidence une atteinte
débutante. Les anticorps anti-ADN ne sont que trés moyennement performants [48], et trés
variables selon la technique. Quant aux anticorps anti-Clq, s’ils semblent les plus pertinents
[3] [65] [97] ils sont parfois controversés [46], et seraient plus spécifiques d’un certain type
d’atteinte rénale [44]. Par ailleurs le lupus est la plus fréquente des connectivites apres la
polyarthrite rhumatoide et le syndrome de GougerotSjogren [66). Anticiper les poussées
pour pouvoir les prendre en charge au plus vite réduirait la morbidité et les colts en termes
de santé publigue. La recherche de nouveaux marqueurs est donc un enjeu important pour
le suivi des patients lupiques.

Dans la deuxieme partie nous montrons l'intérét de la ficoline H comme protéine en lien
avec le lupus et par la méme l'intérét qu’il y aurait a doser les anticorps anti-ficoline H. En
effet cette protéine a été découverte par l'intermédiaire de son anticorps et chez des
patients lupiques [41]. Par ailleurs sa structure et son fonctionnement sont proches du Clq,
de la MBL et des autres ficolines. Or il a été montré l'intérét de ces protéines en particulier
des anticorps anti-Clqg. De plus la ficoline H ne semble pas avoir un role anti-infectieux
majeur et elle a pourtant parmi les ficolines la plus forte concentration [38]. Et enfin elle a
un réle puissant d’opsonisation des cellules apoptotiques, phénomene important dans la
physiopathologie du lupus [37].

L'objectif principal de cette étude est donc d’évaluer l'intérét des anticorps anti-ficoline H
parmi les autres marqueurs biologiques sur une population de patients lupiques. L'objectif
secondaire est d’évaluer 2 trousses de dosage d’anticorps anti-ADN pour le suivi des patients
lupiques.

Pour répondre a ces objectifs nous étudierons d’abord la présence d’anticorps anti-ficoline H
dans la population générale et chez les patients lupiques puis le lien entre anticorps anti-
ficoline H et activité lupique. Ensuite nous évaluerons les deux coffrets de recherche
d’anticorps anti-ADN. Aprés nous comparerons les anticorps anti-ficoline H et les anticorps
anti-ADN, puis les anticorps anti-ficoline H et les anticorps anti-C1q. Enfin nous évaluerons
les anticorps anti-ficoline H, parfois associés aux anticorps anti-ADN et anti-C1q en fonction
du type de poussée lupique.
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MATERIELS ET
METHODES



1.Type d’étude

Pour I’évaluation d’un marqueur il existe plusieurs types d’études possibles :

e FEtude transversale: I'association entre la clinique du patient et le marqueur est
mesurée a un instantt;

* FEtude de cas témoin: étude rétrospective, longitudinale (les données sont
recueillies sur une période de temps pour un patient par opposition a l'étude
transversale qui est une vision a un instant t) ;

* Etude de cohorte: prospective, longitudinale. L'étude de cohorte est plus
puissante statistiguement qu’une étude transversale ou une étude cas témoin.
Mais elle est plus lourde a mettre en place. Elle se fait donc souvent dans un
deuxieme temps, une fois que le marqueur biologique a montré son intérét.

Ici ont été réalisées d’'une part une étude transversale sur un groupe de patients et de
témoins sains et d’autre part une étude cas témoin par le suivi de quelques patients
pertinents.

2. Tests statistiques

Nous avons utilisé différents tests statistiques non paramétriques (car absence de normalité
de la distribution des échantillons) :

* Le test de corrélation non paramétrique de Mann Whitney pour évaluer le lien entre
deux facteurs pour des valeurs non appariées (sujets sains et population lupique,
activité et rémission).

* Le test de corrélation non paramétrique de Spearman pour évaluer le lien entre deux
facteurs pour des valeurs appariées (différents marqueurs biologiques chez les
patients lupiques).

* Le test non paramétrique du Chi2 qui a l'avantage de ne pas tenir compte de Ila
répartition des valeurs (notamment les valeurs élevées qui ont beaucoup de poids
dans les autres tests).

Les tests statistiques ont été réalisés a I'aide du logiciel « Statview™ ». Une valeur de p <
0,05 a été considérée comme statistiqguement significative.
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3. Population

3.1. Criteres diagnostiques et de suivi de I'activité lupique

Pour ces patients le diagnostic de lupus avait été établi selon les critéres de ’'ACR (1.1.2.) et
les patients dont le diagnostic était douteux ont été exclus de I'étude.

L'activité du lupus a été définie par le SLEDAI (annexel) [10] ; un lupus est considéré comme
actif pour un SLEDAI > 5 et en rémission pour un SLEDAI<5.

Pour I'étude des anticorps anti-ADN, I’activité du lupus a aussi été déterminée par un SLEDAI
modifié (SLEDAIm), dans lequel les anticorps anti-ADN ne font plus partie des criteres. Un
lupus sera alors considéré comme actif quand SLEDAIm > 4 et en rémission quand SLEDAIm<
4 [59].

L'atteinte rénale du lupus a été définie a partir des courriers des cliniciens qui s’appuyaient
sur des criteres variables (apparition ou augmentation d’une protéinurie, biopsie
rénale...)que nous ne détaillerons pas ici.

3.2. Nombre, sexe et dge des patients lupiques et caractéristiques des sujets sains

L'étude a été réalisée a partir de 109 sérums du laboratoire d’'immunologie du CHU de
Grenoble, en partie en collaboration avec le service de médecine interne notamment avec
le professeur L. Bouillet et le docteur F. Sarrot-Reynauld. Par ailleurs 17 sérums ont été
envoyés du CHU de Saint-Etienne par le docteur S.Paul et 10 sérums du CHU de Marseille par
le docteur L. Chiche.

n = 109 CHU Grenoble

n =17 CHU Saint-Etienne n total = 136

v

n = 10 CHU Marseille

Figure 9 : Origines des sérums lupiques (n = nombre de sérums = nombre de patients)
Le sexe ratio était de 12 hommes pour 124 femmes.

La moyenne d’age des patients lupiques était de 42,8 ans avec un age maximal de 81 ans et
un age minimal de 8 ans.
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Par ailleurs, les anticorps anti-ficoline H ont été dosés pour un suivi dans le temps chez 6
patients lupiques inclus présentant une alternance poussées (articulaires, cutanées,
cardiaques ou hématologiques) et rémissions.

D’autre part, parmi les patients lupiques inclus dans I’étude, 5 autres ont été retenus pour
étudier la variation des anticorps anti-ficoline H, anti-C1q et anti-ADN dans le temps. Ces
patients présentaient tous une poussée rénale (et pas d’autres types de poussées par
ailleurs) lors de la période étudiée.

Il a été testé 59 sérums de sujets sains. Ces sérums provenaient de I'EFS (Etablissement
francgais du sang), leur sexe, age ou origine ethnique ne sont pas connus.

4. Techniques

4.1. Dosage des anticorps anti-ficoline H par ELISA

La technique ELISA a été mise au point précédemment au laboratoire d’‘immunologie de
Grenoble.

Adsorption Saturation  Fixation Révélation Coloration

Figure 10 : Représentation schématique du principe de I’ELISA pour le dosage d’un anticorps

e Adsorption

La ficoline H recombinante (produite et mise a disposition par le Dr N. Thielens, Laboratoire
d’Enzymologie Moléculaire, Institut de Biologie Structurale a Grenoble) est adsorbée sur une
plague Nunc (immunoplate MAXISORP® 96 puits). Les préparations initiales sont a 650
ug/ml et a 730ug/ml.

Pour chaque sérumon a:

- 2 puits adsorbés par 100 ul de ficoline H diluée en tampon carbonate bicarbonate
(Na2CO3 (PM 106) 0,159 g/100ml, naHCO3 (PM 84) 0,293 g/100ml, pH = 9.6) pour
obtenir une concentration en ficoline H de 2 pg/ml

- un puit adsorbé par 100 pl de tampon carbonate bicarbonate seul
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Les plaques sont recouvertes de parafilm et laissées une nuit a + 4° C.

* Saturation
Le lendemain a 14h, les plaques sont lavées 3 fois par du PBS (« Phosphate buffered saline »)
tween 0,1% (poids (g) de tween /volume (ml) de PBS). Puis, les puits sont saturés par 250 pl
de PBS tween additionné de 1% (poids (g) /volume (ml)) de sérumalbumine bovine (BSA)
pendant 2 heures a température ambiante.

* Fixation
Apres 3 lavages en PBS Tween 0,1%, 100ul de chaque échantillon dilué au 1/50°™ dans du
PBS Tween BSA 0,1% sont déposés par puit. Pour chaque plaque un contrdle positif (toujours
le méme sérum dont des aliquots sont conservés a -80°C) et un contrOle négatif sont
ajoutés. Les plaques sont ensuite incubées pendant une nuit a 4°C.

e Révélation

Les plagues sont lavées 4 fois en PBS Tween 0.1%. Elles sont ensuite révélées par 100 pl
d’anticorps anti-IgG humaine couplé a la peroxydase (Paris) dilué au 1/15000°™ en PBS
tween BSA 0.1% pendant une heure a température ambiante.

e Coloration

Enfin aprés 4 lavages en PBS Tween 0,1%, 100 pl de TMB (Tetramethyl benzidine) sont
déposés dans chaque puit. Au bout d’environ 10 minutes la réaction est stoppée par ajout
de 50 pl H, SO; 1IN. Les densités optiques (DO) sont lues a 450nm a l'aide d’un
spectrophotométre (Bio Teck®).

e Calcul des résultats
L’obtention des résultats se fait en calculant dans un premier temps la moyenne des DO (A
D.0.) pour chaque sérum.

A D.O.: Moyenne puits adsorbés par la ficoline H — puit non adsorbé par la ficoline H

Puis le résultat s’obtient en calculant un indice par rapport au contréle positif qui est notre
référence pour chague manipulation.

Calcul de I'indice : (A D.O. malade) X 100 / A D.O. Contréle positif
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Le résultat est en unités arbitraires (UA). Le controle est ajouté dans toutes les
manipulations et permet d’homogénéiser le rendu des résultats. Ce n’est pas un « cut-off »
(sérum constitué d’un « pool » correspondant au seuil de positivité et inclus dans chaque
manipulation), il est au-dessus du seuil de positivité. Les résultats sont donc rendus en
pourcentage de cette valeur.

* Détermination du seuil de positivité

Statistiguement, la distribution des taux d’anticorps dans la population « normale »
donneuse de sang n’est pas distribuée selon la loi normale gaussienne. Il convient donc de
choisir la méthode des centiles pour le calcul statistique de la valeur-seuil.

Cela revient a déterminer le 98°™ percentile du groupe des témoins sains, la valeur obtenue

correspondant a notre seuil de positivité.

4.2. Dosage des anticorps anti-Clq par ELISA

On recherche les anticorps dirigés contre la partie collagéne du Clq (ce sont ceux qui sont
dosés en routine dans les laboratoires) [45].

C’est une technique ELISA.

e Adsorption

La protéine Clq CLF (« collagenlike fraction ») (a 1,15 mg/ml) est adsorbée sur une plaque
Nunc (immunoplate MAXISORP®© 96 puits).

Pour chaque sérumona:

- 2 puits adsorbés par 100 ul de Clq CLF dilué en tampon BBS (« Borate buffered
saline » : H3B030,2 M ; NaCl 0,075 M ; pH = 8.2) pour obtenir une concentration en
Clq de 10 pg/ml, soit 1000 ng/puit.

- un puit adsorbé par 100 pl de tampon BBS seul

Les plagques sont recouvertes de parafilm et laissées une nuit a + 4° C.

e Saturation

Le lendemain matin, les plaques sont lavées 3 fois par du PBS tween 0,1% (poids (g) de
tween /volume (ml) de PBS). Puis les puits sont saturés par 250 ul de PBS tween additionné
de 2% (poids (g) /volume (ml)) de BSA pendant 30 minutes a 37°C.
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* Fixation
Aprés 3 lavages en PBS Tween 0,1%, 100p! de chaque échantillon dilué au 1/200°™ dans du
PBS Tween BSA 0,1% sont déposés par puit. Pour chaque plaque un « cut-off », un témoin
positif et un témoin négatif sont ajoutés. Les plaques sont ensuite incubées pendant 1/2
heure a 37°C.

e Révélation

Les plagues sont lavées 4 fois en PBS Tween 0.1%. Elles sont ensuite révélées par 100 pl
d’anticorps anti-lgG humaine couplé a la peroxydase (Paris) dilué au 1/60000‘eme en PBS
tween BSA 0.1% pendant 1/2 heure a 37°C.

e Coloration

Enfin apres 4 lavages en PBS Tween 0,1%, 100 ul de TMB sont déposés dans chaque puit. Au
bout d’environ 15minutes la réaction est stoppée par ajout de

50 ul H, SO; IN. Les densités optiques (DO) sont lues a 450nm a l‘aide d’un
spectrophotométre (Bio Teck®)

e Calcul des résultats

L’obtention des résultats se fait en calculant dans un premier temps la moyenne des DO (A
D.0.) pour chaque sérum.

A D.O.: Moyenne puits adsorbés par le C1q — puit non adsorbé par le Clq
Puis, le résultat s’obtient en calculant un indice par rapport au « cut-off ».
Calcul de l'indice : ( A D.O. malade) X 100 / A D.O. « cut-off »

Le résultat est en unités arbitraires (UA).

4.3. Dosage des anticorps anti-ADN par ELISA

Pour les patients de Grenoble les anticorps ont été dosés selon la trousse de dosage utilisée
alors : Quantalite™ (INOVA) puis redosés avec un nouveau coffret Kallestad™ (Bio-rad).

Ces deux trousses de dosage sont basées sur le principe de I'ELISA et sont utilisées sur
I’automate Evolis de Bio-rad.
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Fournisseurs

INOVA

Bio-rad

Réactifs QuantalitedsDNA SC ELISA Kallestad™ anti-
dsDNAmicroplate EIA
Référence 704650 31008

Nature de I'antigéne

ADNdb de thymus de veau

ADNdb de thymus de veau

Standardisation Wo80

Oui

Oui

Nature de I'anticorps
Conditionnement

Anticorps de chévre anti-IgG
humaines
88 sérums/ 96 tests

Anticorps polyclonal de
chevre anti-IgG et IgM
humaines

82 sérums/96 tests

Calibrateurs

12,3/37/111/333/1000
Ul/ml préts a I'emploi

0/10/50/150/300 Ul/ml
préts a I'emploi et a passer
en double

Controle ADN sb

Oui

Non

Dilution échantillon

1/101°™ avec diluant

1/100°™ avec diluant

Reconstitution des réactifs

Tampon de lavage

Tampon de lavage, controles
+ et -, diluant

Temps d’incubation (min.) 30+30+30 a 'obscurité 60+30+30

DO 450nm 550nm

Seuil significatif Ul/ml Négatif<30 Négatif<30
30<équivoque<75 30<équivoque<50
Positif>75 50<positif<300

Fortement positif >300

Tableau 8 : Caractéristiques des 2 coffrets d’anticorps anti-ADN testés

Les résultats obtenus sont validés si les courbes de calibration et les controles internes sont

situés dans les gammes spécifiées par le fabricant.
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RESULTATS



1. Les anticorps anti-ficoline H chez les sujets sainset chez les patients
lupiques

Les anticorps anti-ficoline H ont été dosés chez des sujets sains (population contréle issue de
I'EFS) et chez les patients lupiques inclus dans I'étude, indifféremment en poussée ou en
rémission. Les anticorps anti-ficoline H sont exprimés en UA (unités arbitraires) aprés que
leur DO ait été divisée par la DO du contréle interne positif inclus dans chaque plaque de
manipulation puis multipliée par 100. Le nombre de sérums contréles est de 59 ; les valeurs
extrémes en anticorps anti-ficoline H sont : min (minimum) = 0 UA et max (maximum) = 110
UA. Le maximum correspond a un sérum isolé élevé qui se démarque des autres. Le nombre
de sérums de patients lupiques est de 136 ; les valeurs extrémes en anticorps anti-ficoline H
sont : min =0 UA et max =319,6 UA.

Ces anticorps sont retrouvés de facon significative p = 0,0001 (test de Mann Whitney) dans
la population lupique par rapport a la population controle (figure 11).
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Figure 11 : Les anticorps anti-ficoline H chez des sujets sains et chez des patients lupiques,
(« p » du test de Mann Whitney)
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Dans la suite de ces résultats il est souvent utilisé le test du chi 2 en association avec le test
de Spearman. Le test du chi 2, en particulier pour les corrélations qui impliquent les
anticorps anti-ADN, est plus pertinent que le test de Spearman. En effet, contrairement au
test de Spearman ce test ne prend pas en compte les valeurs extrémes qui peuvent étre tres
élevées dans le cas des anticorps anti-ADN. Ces valeurs extrémes entrainent quasi
systématiquement une corrélation par le test de Spearman.

2. Corrélation entre les anticorps anti-ficoline H et I'activité lupique

Le taux d’anticorps anti-ficoline H a ensuite été comparé au SLEDAI (score d’activité du
lupus). Le seuil de positivité des anticorps anti-ficoline H a été défini a 70 UA en calculant le
ggeme percentile de la population de sujet sains. Quant au seuil du SLEDAI (= 5), il n’est pas
fixé de facon consensuelle. C'est un choix arbitraire apres discussion entre biologistes et
cliniciens. Certains auteurs considérent par exemple que le patient est en poussée minime
pour un SLEDAI entre 1 et 5 [86]. Le SLEDAI est calculé en tenant compte des signes cliniques
et biologiques présentés par le patient (annexe 1) et le seuil déterminé correspond a la
limite entre lupus actif (SLEDAI > 5) et lupus inactif (SLEDAI < 5).

20 patients sur 136 ont des anticorps anti-ficoline H positifs et un lupus actif (SLEDAI > 5).Les
anticorps anti-ficoline H sont corrélés au SLEDAI par le test du chi 2 (chi2 = 5,55, p = 0,0184)
et par le test de Spearman (p = 0,0052) (figure 12).
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= e WS . Chi2= 5,55 (p = 0.0184)
< 100 * s 3
¢ ¢ * [ ]
& Seuil de positivité des
50 * anti-ficaline H (70 UA)
$ o ¢
* Oi .' * Seuil de positivité du
0 ' & ' 1 SLEDAI (> ou = 5)
0 5 10 15 20 25
SLEDAI

Figure 12 : Corrélation entre les anticorps anti-ficoline H et le SLEDAI, test statistique de
Spearman : p = 0,0052
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Dans un second temps les anticorps anti-ficoline H sont comparés a I’activité du lupus au
sein des patients répartis en 2 groupes : «poussée» (SLEDAI > 5) et «rémission» (SLEDAI < 5)
(figure 13). 50 patients étaient en poussée et 86 patients étaient en rémission.
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Figure 13 : Corrélation entre les anticorps anti-ficoline H et I'activité lupique, (« p » du test de
Mann Whitney)

Statistiguement les anticorps anti-ficoline H sont corrélés a I'activité du lupus (p = 0,0052,
test de Mann Whitney).

Les valeurs des « p » des tests non paramétriques de Spearman (utilisé pour la corrélation
des anticorps ant-ficoline H au SLEDAI) et de Mann Whitney (utilisé pour la corrélation des
anticorps a l'activité de fagon globale) sont d’ailleurs identiques.
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3. Les anticorps anti-ficoline H et les anticorps anti-ADN double brin

3.1. Anticorps anti-ADN : corrélation entre 2 coffrets et corrélation avec le SLEDAI

Les anticorps anti-ADN db (double brin) sont a I'heure actuelle le marqueur le plus utilisé en
routine pour le diagnostic et le suivi du lupus. Les tests de dosage de ces anticorps donnent
des résultats tres variables. Deux coffrets de dosage d’anticorps anti-ADN (Bio-rad™ et
Inova™) ont donc été comparés chez les patients lupiques grenoblois (n = 105, les sérums de
3 patients étaient en quantité insuffisante) puis corrélés chacun avec le SLEDAI et le SLEDAI
modifié. Nous avons ensuite évalué la corrélation des anticorps anti-ADN db dosés par le
coffret Bio-rad™ avec les anticorps anti-ficoline H ; cette évaluation incluait les 136 patients
de I'étude.

3.1.1. Comparaison des anticorps anti-ADN Bio-rad™ et Inova™

Nous constatons qu’il existe une corrélation entre les deux coffrets (test de Spearman : p <
0,0001, test du chi 2 : p < 0,0001 et chi2 = 40) (figure 14).
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Figure 14 : Corrélation entre les anticorps anti-ADN Bio-rad™ et Inova™, test statistique de
Spearman : p < 0,0001
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Pour le coffret Bio-rad™ 50 patients sont positifs et 55 patients sont négatifs. Pour le coffret
Inova™ 67 patients sont positifs et 38 patients sont négatifs.

Par ailleurs nous appellerons faux positifs (FP) les patients en rémission ayant des anticorps
anti-ADN positifs et faux négatifs (FN) les patients en poussée ayant des anticorps anti-ADN
négatifs. Nous observons :

- pour le coffret Bio-rad™ : FP =33 ; FN = 16
- pour le coffret Inova™ : FP =41 ; FN =11

Le coffret Bio-rad™ a donc moins de faux positifs que le coffret Inova™ et un nombre de faux
négatifs comparables.

3.1.2. Corrélation entre les anticorps anti-ADN Inova™ et le SLEDAI

Les anticorps anti-ADN Inova™ ont été dosés chez 107 patients grenoblois (1 patient n’a pu
étre dosé car son sérum était en quantité insuffisante). Leur seuil de positivité a été défini
par le fabricant a 75 Ul/ml. Etant donné I'étendue des valeurs retrouvées une échelle
logarithmique a été utilisée. Le seuil de positivité du SLEDAI (> 5) est le méme que celui
utilisé pour les anticorps anti-ficoline H.
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Figure 15 :Corrélation entre les anticorps anti-ADN (Inova™) et le SLEDAI, test statistique de
Spearman : p < 0,0001
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Au vue de la figure 15 les anticorps anti-ADN Inova™ ne sont pas corrélés au SLEDAI par le
test du chi 2(chi 2= 0,977 p= 0,3229), mais bien corrélés par le test de Spearman (p <
0,0001).

3.1.3. Corrélation entre les anticorps anti-ADN Bio-rad™ et le SLEDAI

Les anticorps anti-ADN (Bio-rad™) ont été dosés chez quasiment tous les patients de I'étude
(n = 134, 2 sérums de patients n’ont pu étre dosés car ils étaient en quantité insuffisante).
Leur seuil de positivité a été défini par le fabricant a 50 Ul/ml. Etant donné I'étendue des
valeurs retrouvées une échelle logarithmique a été utilisée.

68 patients sont positifs et 66 patients sont négatifs en ADN Bio-rad™.
Le seuil de positivité du SLEDAI est toujours > 5.

Contrairement aux résultats observés avec la technique Inova™, nous constatons que les
anticorps anti-ADN Bio-rad™ sont corrélés au SLEDAI par le test du chi 2(chi 2= 10,6 p=0,001)
et par le test de Spearman (p < 0,0001) (figure 16).
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Figure 16 : Corrélation entre les anticorps anti-ADN (Bio-rad™) et le SLEDAI, test statistique
de Spearman : p < 0,0001
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3.1.4. Corrélation entre les anticorps anti-ADN Inova™ et le SLEDAIm

Comme nous |'avons vu dans la partie « matériels et méthodes », pour I'étude des anticorps
anti-ADN, l'activité du lupus peut aussi étre déterminée par un SLEDAI modifié (SLEDAIm),
dans lequel les anticorps anti-ADN ne font plus partie des critéres pour ne pas biaiser le
résultat. Un lupus sera alors considéré comme actif quand SLEDAIm > 4 et en rémission
guand SLEDAIm< 4 [59].
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Figure 17 : Corrélation entre les anticorps anti-ADN (Inova™) et le SLEDAIm, test statistique de
Spearman : p = 0,0033

Au vue de la figure 17 les anticorps anti-ADN Inova™ ne sont pas corrélés au SLEDAIm par le
test du chi 2(chi 2= 2,002 p= 0,16), mais corrélés par le test de Spearman (p = 0,0033). Les
résultats statistiques sont donc similaires que nous utilisions le SLEDAI ou le SLEDAI modifié.

3.1.5. Corrélation entre les anticorps anti-ADN Bio-rad™ et le SLEDAIm

Les anticorps anti-ADN (Bio-rad™) sont corrélés au SLEDAImpar le test du chi 2(chi 2=3,923,
p=0,0476) et par le test de Spearman (p = 0,0002), mais de facon beaucoup moins
significative qu’avec le SLEDAI (par le test du chi2 : p = 0,001 avec le SLEDAI et p = 0,0476
avec le SLEDAIm) (figure 18).
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Figure 18 : Corrélation entre les anticorps anti-AD(Bio-rad™) et le SLEDAImtest
statistique de Spearman : p = 0.0002

3.2. Corrélation entre anticorps anti-ficoline H et anticorps anti-ADN (Bio-rad™)

Nous nous sommes ensuite intéressés a la corrélation entre anticorps anti-ADN (Bio-rad™) et
anticorps anti-ficoline H.Comme précédemment le seuil de positivité des anticorps anti-
ficoline H est a 70 UA, celui des anticorps anti-ADN (Bio-rad™) a 50 Ul/ml et les anticorps
anti-ADN (Bio-rad™) sont représentés sur une échelle logarithmique.
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Figure 19 : Corrélation entre les anticorps anttdiine H et les anticorps anti-ADN (Bio-
rad™), test statistique de Spearman : p = 0.0026

Par le test du chi2 il n’existe pas de corrélation entre les anticorps anti-ADN et les anticorps
anti-ficoline H (p = 0,092, chi2=2,843) (figure 19). Nous observons par contre une corrélation
par le test de Spearman entre les deux types d’anticorps (p = 0,0026).

4. Les anticorps anti-ficoline H et les anticorps anti-Clq

Les anticorps anti-C1q sont un marqueur qui présente une bonne valeur prédictive négative
pour la néphrite lupique active et qui a fait I'objet de nombreuses publications [46] [65] [79].
Il est donc intéressant de les comparer aux anticorps anti-ficoline H. Comme déterminé
antérieurement le seuil de positivité des anticorps anti-ficoline H est de 70 UA ; celui des
anticorps anti-Clq est de 100 UA (seuil utilisé en routine dans le laboratoire).

Pour le dosage des anticorps anti-C1q un « cut-off », constitué d’un « pool » de sérums ayant
la DO du seuil de positivité, a été constitué et sert de référence. Pour celui des anticorps
anti-ficoline H, c’est le contrdle positif qui sert de référence entre les manipulations.

Les anticorps anti-C1q sont exprimés en UA, leur valeur étant obtenue en divisant la DO du
patient par la DO du « cut-off ». Ces anticorps ayant des valeurs tres dispersées, une échelle
logarithmique a été utilisée pour plus de lisibilité.
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Figure 20 : Corrélation entre les anticorps anti-ficoline H et les anticorps anti-Clg, test
statistique de Spearman : p = 0.0093

Par le test du chi2 (chi2 = 11,763, p = 0,0006) et par le test de Spearman (p = 0,0093) nous
observons une corrélation tres significative entre les anticorps anti-ficoline H et les anticorps
anti-Clq (figure 20).

5. Différents profils de patients lupiques en pousséeet anticorps anti-ficoline
H

5.1. Les différents types de poussées rencontrées

Comme nous l'avons vu, les poussées de lupus peuvent atteindre différents organes, elles
ont donc été divisées en différentes catégories :

- rénale (protéinurie > 0,5 g/24H, apparue ou en augmentation, parfois biopsie rénale)
- articulaire (arthrites, arthralgies multiples)
- pulmonaire (pleurésie)

- cardiaque (péricardite)
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- cutanéomugueuse (éruption cutané, nécrose des muqueuses)
- hématologie (thrombopénie <100 000/mm3, leucopénie <3 000/mm?3)
- neurologie (céphalées, troubles neurologiques divers)

Ces catégories regroupent les manifestations cliniques décrites dans l'introduction. Les
autres types d’atteintes n’étaient pas présentes dans notre groupe de patients lupiques.

5.2. Résultats de I’étude transversale

Dans un premier temps nous avons comparé le taux d’anticorps anti-ficoline H en fonction
du type de poussée chez tous nos patients inclus avec un lupus en activité.

Les résultats sont présentés sous forme de tableau (tableau 9). Sachant que certains patients
peuvent présenter une poussée atteignant plusieurs organes, la somme de tous les patients
par manifestation clinique sera supérieure au nombre total de patients.

Le nombre total de patients en poussée est de 50. Pour 3 patients de Marseille les atteintes
cardiaques, pulmonaires et neurologiques ne sont pas renseignées, pour ces atteintes le
nombre de patients est donc 47 et non 50.

Sur les patients en poussée 14 sont positifs en anticorps anti-ficoline H et 36 sont négatifs.

Clinique Nombre % Anti- Anti- P (chi 2)

de /patients | ficoline ficoline H

patients en H>70 <70 Sur

, poussées
poussée

Rénale 9 18% 6 3 0,0146
Articulaire 34 68% 12 22 0,18
Hématologique | 8 16% 4 4 0,28
Cutanée 16 32% 3 13 0,5
Cardiaque 5 11% 2 3 0,9
Pulmonaire 3 6% 2 1 0,38
Neurologique |4 8% 2 2 0,66

Tableau 9 : Anticorps anti-ficoline H chez les patients de I'étude présentant différents types
de poussées
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Pour évaluer les anticorps anti-ficoline H en fonction du type de poussée le test du chi2 a été

utilisé. Pour une évaluation de ce type plusieurs études ont déja utilisé ce test statistique
[88] [95].

Chez les 50 patients en poussée nous constatons qu’il existe une corrélation entre poussée
rénale et présence d’anticorps anti-ficoline H (p = 0,0146, chi2 = 6). Tous les autres types de
poussées ne sont pas corrélés aux anticorps anti-ficoline H (p > 0,05).

5.3. Résultats de I’étude longitudinale

5.3.1. Pour des patients présentant des poussées autres que rénales

Dans un deuxieme temps, nous avons observé la variation des anticorps anti-ficoline H dans
le suivi de 6 patients lupiques présentant une alternance de rémissions et de poussées
autres que rénales (péricardique, cutanée, articulaire, hématologique).
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Patient 6
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Figure 21 : Suivi des anticorps anti-ficoline H chez des patients présentant différents types de
poussées lupiques

Nous constatons que dans le suivi des 6 patients présentant des poussées autres que rénales
les anticorps anti-ficoline H ne suivent pas I'alternance poussée rémission.

5.3.1. Pour des patients présentant des poussées rénales

Puis, la variation des anticorps anti-ficoline H, anti-C1q et anti-ADN db a été observée chez 5
patients présentant une poussée rénale au cours de leur suivi (figure 22).

e Pour les anticorps anti-ADN : 3 patients chez les 5 (suivis 1, 3 et 4) présentent des
anticorps positifs sur plusieurs prélevements indépendamment de la poussée rénale
(patients en rémission présentant des anticorps anti-ADN). Par contre, malgré le fait
gue l'on soit au-dessus du seuil de positivité la valeur de ces anticorps anti-ADN
augmente en cas de poussée rénale. Pour les 2 autres patients (2 et 5) il existe une
bonne corrélation entre I'apparition d’anticorps anti-ADN et la survenue d’une
poussée de néphrite lupique.

e Pour les anticorps anti-Clq: 1 patient sur les 5 (suivi 4) présente des anticorps qui
restent toujours négatifs sans jamais se positiver ; pour un patient (suivi 3) ceux-ci
restent par contre toujours positifs sans se négativer lors des rémissions. Pour les 3
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patients restants (suivis 1, 2 et 5) il existe une bonne corrélation entre I'apparition
d’anticorps anti-C1lq et la survenue d’une poussée rénale.

e Pour les anticorps anti-ficoline H : nous observons une tres bonne corrélation entre la
positivité des anticorps et la présence d’une poussée de néphrite.
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Figure 22 (1) : Suivi des anticorps anti-ficoline H, anti-C1q et anti-ADN chez des patients présentant
des poussées de néphrite lupique
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Figure 22 (2) : Suivi des anticorps anti-ficoline H, anti-C1q et anti-ADN chez des patients présentant
des poussées de néphrite lupique
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Figure 22 (3) : Suivi des anticorps anti-ficoline H, anti-C1q et anti-ADN chez des patients présentant
des poussées de néphrite lupique

Donc chez ces 5 patients ce sont les anticorps anti-ficoline H qui sont les mieux corrélés
aux poussées de néphrite lupique.
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Thése soutenue par Elise BARON épouse LHERITIER

Titre : Les marqueurs biologiques du lupus érythémateux disséminé, intérét
des anticorps anti-ficoline H.

DISCUSSION ET CONCLUSION

L'objectif principal de cette étude a été d’évaluer V'intérét du dosage des anticorps anti-
ficoline H chez les patients lupiques. Nous avons montré que ces anticorps sont présents de
facon significative chez les patients lupiques par rapport aux sujets sains (p = 0,0001), puis,
que les taux de ces anticorps sont corrélés a I'activité lupique définie par le SLEDAI («
Systemic lupus erythematosus disease activity index ») (p = 0,0184). Ces résultats suggérent
gue les anticorps anti-ficoline H sont intéressants pour le diagnostic du lupus et pour le suivi
de certains patients lupiques en complément de la clinique.

L'intérét des anticorps anti-ADN double brin chez les patients lupiques. Pour le diagnostic et
le suivi du lupus le dosage des anticorps anti-ADN double brin est le plus répandu. Les
résultats obtenus pour ces anticorps sont trés variables en fonction des tests [6] [33] [52]
[13]. Notre objectif secondaire était de comparer deux trousses de dosage d’anticorps anti-
ADN double brin chez des patients lupiques : la trousse ELISA Inova™ et la trousse ELISA Bio-
rad™. Pour le suivi de ces patients les anticorps anti-ADN double brin dosés par la trousse
Bio-rad™ sont bien corrélés au SLEDAI {(p = 0,001) alors que ceux dosés par la trousse Inova™
ne le sont pas (p = 0,323). Ainsi, comme attendu, entre 2 tests ELISA, le dosage des anticorps
anti-ADN double brin montre des résultats différents.

Le SLEDAI et ses limites. Parmi les nombreux scores d’évaluation du lupus [82] le SLEDAI est
répandu et facile d’utilisation mais présente qUelques défauts [10] (annexe 1). Il ne prend
pas en compte la séverité de I'atteinte d’un organe et donc dans le temps son amélioration
ou son aggravation. C'est un score tres global [86]. De plus, le dosage des anticorps anti-ADN
est inclus dans le SLEDAI et sa variabilité influence la pertinence de ce score. Ainsi, si nous
éliminons le paramétre anticorps anti-ADN du SLEDAI nous obtenons un SLEDAI
modifié [59] ; cela permet d’estimer le poids de ces anticorps dans le SLEDAI. Chez les
patients lupiques étudiés, la corrélation des anticorps anti-ADN dosés par la trousse Bio-
rad™ avec le SLEDAI modifié est trés faible (p = 0,0476). Pour le suivi des patients la trousse
Bio-rad™ n’est donc pas aussi pertinente qu’a premiére vue, Par contre, aprés modification,
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les anticorps anti-ADN Inova™ restent non corrélés au SLEDAI (p = 0,16) et les anticorps anti-
ficoline H sont toujours corrélés au SLEDAI (p = 0,01).

Les marqueurs biologiques des complications du lupus. Parmi les marqueurs biologiques du
lupus, le dosage des anticorps anti-ADN donne de meilleurs résultats pour le diaghostic que

pour le suivi du lupus [6] [33] [48] [52]. Il existe un manque de marqueurs biologiques pour
le suivi du lupus.

Comme nous l'avons vu les anticorps anti-ficoline H sont corrélés & I'activité du lupus ; or les
anticorps anti-ADN (Bio-rad™} et les anticorps anti-ficoline H ne sont pas corréiés
(p=0,0879). Les anticorps anti-ficoline H ont donc une originalité par rapport aux anticorps
anti-ADN, ce qui en fait un marqueur intéressant pour certains patients mal suivis par les
anticorps anti-ADN.

A linverse des anticorps anti-ADN, les anticorps anti-Clq sont corrélés aux anticorps anti-
ficoline H (p = 0,0006). Or Il est admis dans la littérature que les anticorps anti-C1q ont une
bonne valeur prédictive négative pour la néphrite lupique active [46] [65] [79] , il a donc été
intéressant d’évaluer la corrélation des anticorps anti-ficoline H avec différents types de
poussées et en particulier en cas de poussée rénale.

Parmi les 136 patients inclus dans |'étude, 50 présentaient un lupus actif lors du
prélevement ; ils présentaient différents types de poussées, 9 présentaient une néphrite
lupique active. 1l est intéressant de constater que dans ce groupe de patients en poussée,
nous retrouvons une corrélation des anticorps anti-ficoline H avec I'atteinte rénale (p =
0,0146).

Ces résultats se sont confirmés pour les quelques patients dont nous avions un suivi : pour
différents types de poussées autres que rénales (articulaires, cutanées, cardiaques et
hématologiques), les anticorps anti-ficoline H ne varient pas de facon concomitante a
I'alternance poussée / rémission. Par contre, pour 5 patients présentant une poussée rénale
au cours de leur suivi, la corrélation entre positivité des anticorps anti-ficoline H et poussée
rénale et négativité des anticorps anti-ficoline H et absence de poussée rénale est trés
bonne.

Afin de conclure de fagon plus certaine, il est important de réaliser une nouvelle étude
prospective, plus puissante statistiguement. Dans cette étude, pour le suivi des patients
inclus, des criteres cliniques stricts sont a définir, notamment en ce qui concerne la néphfite
lupique. En effet, dans notre étude elle n’a pas été définie par des critéres stricts. Il serait
aussi souhaitable qu’un plus grand nombre de patients présentant des poussées de
néphrites lupiques soient inclus. Par ailleurs, une étude prospective permettrait une
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meilleure gestion de la conservation des sérums, notre étude étant rétrospective les sérums
ont pu étre parfois décongelés antérieurement. '

Une perspective pour le suivi du lupus. Les anticorps anti-ADN, anti-Ciq et anti-ficoline H
malgré parfois une positivité concomitante associée a Ia clinique, ont chacun leur originalité.
En faisant un panel d’anticorps pour le suivi des patients et en suivant leur évolution on
aurait ainsi sans doute le plus de chance de détecter au plus t6t les poussées a venir, Nous
pouvons imaginer restreindre le panel au bout de quelques temps en fonction du profil
d’anticorps du patient. '

Spécificité des anticorps anti-ficoline H. Nous avons mis en évidence la présence d’anticorps
anti-ficoline H chez les patients lupiques comparativement aux sujets sains. Cependant, pour
évaluer I'intérét des anticorps anti-ficoline H dans le diagnostic du lupus, il est nécessaire de
les rechercher chez des patients atteints d’autres maladies auto-immunes telles la
polyarthrite rhumatoide, la sclérodermie... Nous déterminerons ainsi la présence ou
I'absence de spécificité des anticorps anti-ficoline H pour le lupus.

Sur le plan technique. Dans notre travail, ¢’était le témoin positif qui servait de référence
entre les manipulations pour que les densités optiques des ELISA {(« Enzyme linked
immunosorbent assay») soient comparables d’'une plague a l'autre. Dans une nouvelle
étude, un « cut-off » (sérum constitué d’un « poo! » correspondant au seuil de positivité et
inclus dans chaque manipulation) devra étre constitué et inclus dans chaque manipulation.
De plus, Le seuil de positivité pourrait étre réévalué sur une plus grande population de sujets
sains et en les appariant en age et en sexe avec la population de patients lupiques.

Réle physiopathologique. Une hypothése sur le rdle des anticorps anti-ficoline H dans la
physiopathologie du lupus est qu’ils neutralisent la fonction de la ficoline H. Or celle-ci aurait
un rdle protecteur dans |'apparition des complications rénales, car elle participe 3
I'élimination des cellules apoptotiques [37]. Cette hypothése est actuellement étudiée en
collaboration avec le docteur N. Thielens (Institut de Biologie Structurale).

Pour conclure, les anticorps anti-ficoline H semblent représenter un marqueur biologique
intéressant chez les patients lupiques a qui ils pourraient apporter un plus dans le diagnostic
et dans le suivi, en particulier rénal. Ces conclusions doivent étre confortées par de nouvelles
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€tudes ciblées pour préciser l'intérét de ce marqueur 3 la fois en pratique clinique et pour
_expliquer la physiopathologie du lupus.

Vu et permis d"imprimer
vy Z
Grenoble, le 26/08/2013 e {/‘ //

LE PRESIDENT DE LA THESE

Professeur J.Y. CESBRON
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ANNEXE



Annexe 1: le SLEDAI [10]

score o . P
Valeur SLEDAI Symptéme / signe Définition
8 Convulsion Début récent. Absence de cause métabolique, infectieuse ou médicamenteuse.
Perturbation des activités quotidiennes normales, liée & un trouble sévére de la
perception de la réalité, dont hallucinations, incohérence, perte des associations d'idées,
8 Psychose appauvrissement du contenu de la pensée, pensées illogiques, comportement bizarre,
désorganisé ou catatonie. Absence d'insuffisance rénale aigué ou de cause
médicamenteuse.
Altération fluctuante des fonctions cognitives d'apparition rapide, avec désorientation,
troubles de la mémoire ou des autres fonctions supérieures, dont obscurcissement des
8 Syndrome cérébral idées avec difficultés de concentration et incapacité de préter attention & son
E— organique environnement, et au moins deux des signes suivants: trouble de la perception, discours
incohérent, insomnie ou somnolence diurne, ou augmentation ou diminution de l'activité
psychomotrice. Absence de cause métabolique, infectieuse ou médicamenteuse.
Anomalies rétiniennes liées au lupus, dont corps cytoides, hémorragies rétiniennes,
8 Trouble visuel exsudat séreux ou hémorragies choroidiennes, ou névrite optique. Absence
d'hypertension, de cause infectieuse ou médicamenteuse.
8 ?:;(:.;lir\e}tssdes nerfs Apparition récente d'une neuropathie sensitive ou motrice des nerfs craniens.
. . . Céphalées intenses, persistantes, parfois migraineuses, mais résistantes aux
8 Céphalées lupiques e
I morphiniques.
8 AVC AVC récent(s). Absence d'athérosclérose.
8 Vascularite Ulcération, gangréne, nodules digitaux douloureux, infarctus péri-unguéal, hémorragie
E— sous ungéale ou vascularite prouvée par biopsie ou angiographie.
. Plus de deux articulations douloureuses et inflammatoires (palpation douloureuse,
4 Arthrites .
gonflement, épanchement...).
Douleur/faiblesse musculaire proximale, associée a une élévation des CPK ou de
4 Myosite I'aldolase ou a des modifications de I'électromyogramme, ou & une preuve histologique
de myosite.
4 Cylindres urinaires Cylindres granuleux ou hématiques
. . > 5 hématies/champs (grossissement max). Absence de lithiase, d' infection ou d'autres
4 Hematurie
— causes...
4 Protéinurie > 0.5 g/24h. Apparition ou augmentation récente de plus de 0.5 g/24h.
4 Leucocyturie > 5 leucocytes/champs (grossissement max). Absence d'infection.
2 Nouveau rash Apparition ou récidive d'un rash inflammatoire.
2 Alopécie Apparition ou récidive d'une perte de cheveux anormale, diffuse ou en plaque.
2 Ulcération des Apparition ou récidive d'ulcérations orales ou nasales.
— muqueuses
2 Pleurésie Douleur thoracique de type pleurale avec frottement, épanchement, ou épaississement
— pleural.
- . Douleur péricardique avec au moins un des signes suivants: frottement, épanchement,
2 Péricardite ) S s )
— ou confirmation a I'ECG ou a I'échographie.
2 Balsse’du Diminution de CH50, C3, ou C4 en dessous de la valeur normale inférieure.
— complément
2 Augmentatlon des Test de Farr positif (selon la norme du laboratoire).
—_— anticorps anti-ADN
1 Fievre > 38C. Absence de cause infectieuse.
1 Thrombocytopénie < 100 000 plaquettes/mm®,
1 Leucopénie < 3 000 leucocytes/mm?®. Absence de cause médicamenteuse.
score

total
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