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Résumé

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune systémique non
spécifique d’organe, caractérisee par la production d'un large panel d'auto anticorps
particulierement les anticorps antinucléaires.

L’atteinte rénale est I’une des manifestations les plus fréquentes et les plus graves du LES qui
peut conduire dans la majorité des cas a une insuffisance rénale.

Le but de notre travail est de déterminer le profil des auto-anticorps antinucléaire chez les patients
atteints d’un lupus néphrotique. Nous avons analyse les parameétres épidémiologiques, cliniques,
et immunologiques chez une cohorte de patients Algériens atteints de cette pathologie.

Il s'agit d'une étude rétrospective de 70 patients atteints de lupus néphrotique, 57 étaient de sexe
féminin et 11 de sexe masculin (5F/1H), et une moyenne d’age de 35 + 8 ans. Ces échantillons
ont été comparés avec une population de 58 patients présentant un lupus non néphrotique, 54
étaient de sexe féminin et 4 de sexe masculin (13F/1H), et une moyenne d’age de 36 +12 ans.
Les auto-anticorps anti-nucléaires ont été recherchés par deux techniques que sont
I’immunofluorescence indirecte et I’ELISA.

Nos résultats montrent une nette prédominance féminine (84%) avec une tranche d’age de 20 a
40 ans. Les manifestations cliniques sont dominées par 1’atteinte Articulaire avec une fréquence
de 83%, suivie par I’érythéme malaire 44% puis la thrombose 43%. Les autres manifestations
sont moins fréquentes. Les résultats d’immunofluorescence indirect sur Hep2 sont positifs chez
tous les patients, avec une dominance d’aspect mixte Homogéne moucheté (44%) et de titre
1/1000 (40%). Aucune différence statistiquement significative n’a été notée en comparant les
deux groupes lupiques avec ou sans atteinte rénale. En effet, les anticorps anti-ADN sont positifs
chez 22%, 23% respectivement, et les anticorps anti-antigénes solubles (ENA) chez 26%,25%
respectivement. Pour le profil des anticorps anti-antigenes solubles (anti-SSA, anti-SSB, anti-
Sm, anti-RNP), une fréquence plus élevée d'anticorps anti-SSA dans les deux populations a été
retrouvée, suivie par les anti-RNP, anti-Sm et les anti-SSB avec des fréquences
approximativement égales.

Mot clé :

Lupus érythémateux systémique, néphropathie lupique, auto-anticorps, anticorps antinucléaires,
anticorps anti-ADN, antigenes nucléaires solubles (ENA).



Summary

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a non-specific systemic autoimmune disease organ,
characterized by the production of a wide autoantibody panel particularly antinuclear antibody.

Lupus nephritis is one of the most common and severe complications in patients with systemic
lupus erythematosus.

The aim of our work is to determine the profile of antinuclear autoantibody in patients with
nephritic lupus. In addition, we analyzed the epidemiological, clinical, and immunological
factors associated with the development of nephritic lupus in Algerian patients.

Retrospective study of 70 patients with nephritic lupus, 57 were female and 11 male, with a sex
ratio of 5F/1H and an average age of 35 + 8 years. These samples were compared with a
population of 58 patients with non-nephritic lupus, 54 were female and 4 male with a sex ratio
of 13.5 (13/1) and a mean age of 36 + 12 years. Cars antinuclear antibodies were sought by two
techniques that are indirect immunofluorescence and that of ELISA.

A female predominance is found in our series (84%) with an age range of 20-40 years. Clinical
manifestations are dominated by Articular reached with a frequency of 83%, followed by malar
erythema 44% and 43% thrombosis. Other events are less frequent. The results of IFI Hep2 are
positive in all patients, with a dominance of combined homogenous and speckled patterns (44%)
and of title 1/1000 (40%).

The statistical analysis shows that a difference is not significant by comparing The Two
group’s lupic with or without kidney damage. Indeed, antibodies anti-DNA are positive at 22%,
23% respectively and the anti-extractable nuclear antigens (ENA) at 26%, 25% respectively,
for the anti-ENA profile (anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-RNP), a higher frequency of anti-
SSA in the two populations, followed by anti-RNP, anti-Sm and anti-SSB with approximately
equal frequencies.

Keyword :

Systemic lupus erythematous, lupus nephritis, autoantibody, antinuclear antibodies, Anti-DNA
antibody, extractable nuclear antigens (ENA).
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LISTE DES ABREVIATION

AAN Anticorps Antinucléaires

Ac Anticorps

ACR American College of Rheumatology
ADN Acid Désoxyribonucléique

ADNnN Acide Désoxyribonucléique Natif
ADNdb Acide Désoxyribonucléique double brin
Ag Antigens

APRIL A Proliferating-Inducing Legend

ARA American Rheumatism Associatio
AZA Azathioprine

BAFF B-Cell Activating Factor of Tnf Family
BANK 1 B-Cell Scaffold Protein With Ankyrin
Bcma B-Cell Maturation Antigen

BLK B lymphoid kinase

Blys B Lymphocytes Stimulator

Cl Complexe Immun

CMV Cytomégalovirus

CTC Corticoides

CyC Cyclophosphamide

DFG Débit De Filtration Glomérulaire

DO Densité optique

dsDNA Double-Stranded Désoxyribonucléique Acide
EBV Epstein-Barr Virus

ECBU Examen Cytobactériologique Des Urines
ECG Electrocardiographie

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Ena Extractable Nuclear Antigens

Eular European League Against Rheumatism
FAN Facteurs Antinucléaires

FCR Fraction c récepteur

GN Glomérulonéphrite

GNL Glomérulonéphrite Lupique

Hep-2 Cellule Epithéliale Humaine

HLA Human Leukocyte Antigen

IgA Immunoglobulines A

19G Immunoglobulines G

IgM Immunoglobulines M

IRF

Interféron régulateur facteur

ISN International Société de Néphrologie
ITGAM Intégrine alpha M

LE Lupus Erythémateux



LED
LES
LS
MAI
MBG
MENA
MMF
NET
NFKB
N
RNP
RPS
RSA
Scl-70
SLICC
Sm
STAT
SSA
SSB
SNRNP
sSDNA
TACI
TCP
TNF

Lupus Erythémateux Disséminé

Lupus Erythémateux Systémique

Lupus Systémique

Maladie Auto Immune

Membrane Basale Glomérulaire

Moyen-Orient Et Afrique Du Nord

Mycophénolate Mofétil

Neutrophil Extracellular Trap

Nuclear Factor-Kappa B

Néphropathie Lupique

Ribonucléoprotéine

Rénal Pathology Society

République De Sud Afrique

Sclérodermie 70

Systemic Lupus International Collaborating Clinics
Smith

Signal Transducers and Activators of Transcription
Syndrome de Sjogren A

Syndrome de Sjogren B

Small Nuclear Ribonuclear Protein

Simple-Strand Acid Désoxyribonucléique
Transmembrane Activator and Cyclophilin Ligand Interactor
Tube Contourné Proximal

Tumor Necrosis Factor



GLOSSAIRE

Alopécie : I'accélération de la chute des cheveux ou des poils.

Arthralgie : est une douleur située au niveau des articulations sans que I'on ne constate de
modification de I'apparence extérieure de la jointure.

Asthénie : affaiblissement de I'organisme, fatigue physique.

Cellule de Hargreaves (cellules LE) : cellules particuliéres découvertes, dans la moelle sternale
des lupiques, constituées de polynucléaires neutrophiles ayant phagocyté le noyau d’une autre
cellule,

Comorbidité : en médecine désigne les maladies qui en accompagnent souvent a une autre
Connectivites mixtes : est une connectivite rare, dans laquelle des signes cliniques de lupus
érythémateux systémique, de sclérodermie, de polymyosite et/ou de polyarthrite rhumatoide sont
intriqués.

DNase : La désoxyribonucléase (ou ADNase) est une enzyme catalysant les acides
désoxyribonucléiques en nucléotides ou polynucléotides.

Facteur de haserick : les anticorps responsables de la formation des cellules LE (anticorps
dirigés contre I’histone H1)

Héparanes Sulfates : est un polysaccharide sont unité structural est un acide hexuronique relié
par une liaison 1-4 a une glucosamine. Il s'attache a des protéoglycanes et se retrouve a la surface
des cellules ou dans la matrice extracellulaire

Immunoblot : est une méthode de biologie moléculaire qui permet la détection
de protéines spécifiques sur une membrane.

Immunoprécipitation : est une technique qui permet la précipitation d'un antigéne (protéine) en
solution par un anticorps qui agglutine spécifiquement une protéine particuliere.

Jo-1 : autoanticorps anti-antigenes nucléaires solubles, reconnaissent une enzyme
cytoplasmique, I'histidyl-ARNTt synthétase. « Jo » correspond aux deux premieres lettres du nom
du patient chez qui cet anticorps a été mis en évidence pour la premiére fois.

L’érythéme malaire (Rashs malaire) : est I’un des critéres de diagnostic du lupus érythémateux
disséminé caractérisé par des Iésions dermatologiques qui se manifeste par une rougeur sur
les joues.

Maladie de biermer : correspond a une maladie due a une carence en vitamine B12, elle-méme
consécutive & un manque de sécrétion de facteur intrinséque.

Meésangiales : Type de cellule interlobulaire du rein.

Para-vertébraux : proches de la vertebre ou de la colonne vertébrale

Parvovirus b19 : appartient a la famille des parvoviridae, sous-famille des parvovirinae,
genre érythrovirus. 1l s'agit d'un virus nu, comportant une capside icosaédrique, et dont le génome
est de type ADN monocaténaire linéaire.

Pelade : une maladie de la peau (dermatose) s'attaquant plus précisément aux follicules pileux
a l'origine de la pousse des cheveux et des poils.

Pleurésie : Inflammation aigué ou chronique de la plévre (membrane enveloppant les
poumons).


http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/contents/1070-cheveux

post-partum : Peériode s'étendant de l'accouchement au retour de couches (réapparition des
regles).

Psoriasiformes : Maladie cutanée chronique caractérisée par I'éruption en plaques érythémato-
squameuses (taches rouges couvertes de squames).

Réticulocytes : la cellule précédant le stade d'érythrocyte dans I'érythropoiése, sont les
précurseurs des globules rouges.

Rétro péritonéaux : la partie de I'abdomen en arriere de la cavité péritonéale. Il contient des
organes des appareils urinaire et digestif.

Séreuses : membranes tapissant la paroi des cavités thoraciques et abdominales et enveloppant
les visceres qui s'y trouvent (plevre, péricarde, péritoine)

Sérite : Inflammation d'une membrane séreuse

SNRNP : des complexes mixtes entre des petits ARN et des protéines qui permettent I'épissage
des ARNm dans le noyau.

Splicéosome : appelé particule d'épissage, est un complexe dynamique de particules
ribonucléoprotéiques composées d'/ARN et de protéines et localisé dans le noyau des cellules.
Son rdle est d'assurer I'excision des introns

Syndrome de Dressler : Peéricardite (inflammation du péricarde, membrane qui enveloppe le
cceur) survenant d’une a plusieurs semaines apres un infarctus du myocarde.

Synovite : Inflammation de la synoviale (membrane tapissant l'intérieur de la capsule des
articulations mobiles).

Syphilis : Maladie infectieuse due au tréponéme péale, sexuellement transmissible, et se
manifestant initialement par un chancre et plus tardivement par des atteintes viscérales et
nerveuses.

Test de Coombs : Technique qui permet de mettre en évidence des anticorps a la surface des
globules rouges.

Test radio-immunologique de farr : est une technique de dosage radio-immunologique, elle
utilise de I’ADN double brin marqué par un radio-isotope.

Vespertilion : type d'érythéme du visage, apparaissant notamment lors d'un lupus érythémateux
disséminé. Le terme est utilisé pour décrire la forme en "ailes de chauve-souris"”, qui touche le
visage de la racine du nez en s'étendant vers les pommettes.
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INTRODUCTION

Les maladies systémiques ou les connectivites constituent aujourd’hui un vrai probléme de santé
publique. En effet, prises dans leur ensemble, il représente la troisieme cause de morbidité et de
mortalité apres les pathologies cardiovasculaires et le cancer (Chatenoud, 2013).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés par le lupus érythémateux systémique qui
représente la principale maladie qui domine les connectivites. On souhaite mettre en lumiére un
sujet qui nous parait d’actualité avec des recherches récentes intéressantes, que ce soit sur le plan
immunologique, clinique ou thérapeutique.

Le lupus érythémateux systémique « LES » est une maladie auto-immune, non spécifique
d’organe, (Meyer, 2005), d’étiologie mal connu et d’aspect clinique trés polymorphe,(Bonnet,
2012) il est considérée comme paradigme de « maladie multifactorielle complexe » (Humbel et
al., 2013), et est caracteérisé par la production d'un large panel d'auto anticorps principalement les
anticorps antinucléaires. (Baline et al., 2015)

L’atteinte rénale est 1’'une des manifestations les plus fréquentes et les plus graves du LES
conditionnant en grande partie le pronostic de cette pathologie (Fakhouri et Lesavre, 2007).
Elle se manifeste cliniquement par une protéinurie et une hématurie élevée. Ces éléments
cliniques, consolidées par les données immunologiques sont trés évocateurs de la néphropathie
lupique (Karras, 2015). La gravité potentielle de cette complication impose une bonne
connaissance de leur présentation, essentielle a une prise en charge thérapeutique
adaptée.(Claessens et Mouthon, 2013)

La physiopathologie du lupus est trés complexe, elle implique des facteurs génétiques,
environnementaux, hormonaux et immunologiques (Fabreguet, 2013). Des travaux
fondamentaux ont permis, de mieux comprendre les mécanismes pathogéniques conduisant au
développement de cette maladie chronique mais sa cause reste inconnue (Combe, 2007) .

Les auto-anticorps sont une aide au diagnostic et au suivi du lupus, de nombreuses recherches
d'auto-anticorps ont été développées et permettent le dépistage de la maladie a un stade précoce
mais on observe une diversité de la réponse d’anticorps au cours des différentes manifestations
lupique (Kaux et al., 2008).

Cette situation problématique amene a la question suivante : Quel sont les principaux
autoanticorps antinucléaire incriminé dans lupus a manifestations rénales ? dans ce contexte,
’objectif principal de notre présente étude réalisee au niveau du service d’immunologie de
I’hopital ISSAD Hassani de Beni Messous, étant la mise en évidence d’un profil d’auto anticorps
anti nucléaires chez les patients atteints d’un lupus néphrotique sur la base d’une comparaison
entre deux groupe de patients lupique avec ou sans atteinte rénale. Ceci permet de préciser
I’apport de ces auto-anticorps au cours du diagnostic et la suivie de lupus néphrotique.
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Chapitre I : Synthése Bibliographique

1.1 Généralités sur les maladies auto-immunes

1.1.1 Définition

Les maladies auto-immunes (MAI) représentent la 3éme cause de morbidité apreés les affections
cardio-vasculaires et oncologiques , elles surviennent souvent chez des sujets jeunes (Kaux et
al., 2008) ,sont la conséquence d’une dérégulation du systéme immunitaire entrainant une
réponse immunologique inadaptée de 1’organisme contre les antigénes du soi a I’origine d’un
processus pathologique (Claessens et Mouthon 2013).

1.1.2 Classification
On distingue classiqguement les MAI systémiques et les MAI spécifiques d’organe.

Les MAI non spécifiques d’organe, ou MAI systémiques, le processus auto-immun est dirigé vis-
a vis de multiples organes ou de structures antigéniques retrouvées dans de nombreux organes.
Dans ce groupe, on retrouve en particulier les vascularites et les connectivites dont le chef de file
est le lupus érythémateux systémique (LES) (Claessens et Mouthon 2013).

Les MAI spécifiques d’organe sont caractérisées par une réaction immunologique dirigée
spécifiguement contre un organe ou un tissu cible (par exemple, la maladie de Biermer
(Claessens et Mouthon 2013).
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1.2 Généralités sur le lupus

1.2.1 Définition

Prototype des maladies auto-immunes non spécifiques d’organe, le lupus érythémateux disséminé
(LED) ou lupus érythémateux systémique (LES) est une connectivite fréquente et d’expression
clinique tres variable (Lok 2015), qui évolue par poussées entrecoupées de peériode de
remissions(Guillvin 2014), caractérisée par la production d’anticorps anti-nucléaires et plus
particulierement d’anticorps anti-ADN natif (Lok, 2015).

1.2.2 Historique

Le terme « lupus » (« loup » en latin) a été employé la premiére fois pendant le Moyen Age pour
décrire les lésions cutanées érosives évocatrices d'une «morsure de loup » (George et al., 2012).
Laurent-Théodore Biett, d’origine suisse, publie en 1828 la premiére édition des abrégés pratiques
des maladies de la peau dans laquelle les auteurs séparent différentes formes du lupus : le lupus
qui détruit en surface, le lupus qui détruit en profondeur et le lupus avec hypertrophie. Il a
également décrit une dermatose localisée a la face comme étant un « érytheme centrifuge ».
Ferdinand von Hebra, fondateur de 1’école dermatologique autrichienne a décrit en 1846 1’aspect
tout particulier de 1’éruption malaire en « aile de papillon ».En 1851 ,Pierre-Louis-Alphée
Cazenave (1802-1877) modifie ’appellation en « lupus érythémateux » (Humbel et al., 2013).
En 1872 Le lupus a été identifié la premiére fois comme maladie systémique avec des
manifestations viscérales par Moritz Kohn-Kaposi qui appelle cette forme « lupus érythémateux
disséminé »(Meyer, 2005). Jadasshon, dermatologue allemand exercant & Berne, contribue en
1904 a la substitution du terme de « lupus érythémateux disséminé » par celui de « lupus
érythémateux systémique » ou mieux « maladie lupique ». La découverte des cellules dites de
Hargraves (cellule LE) en 1948 et du « facteur de Haserick » en 1949, qui ont donné au LES ses
premiers critéres biologiques,(Grosshans et Sibilia 2005). En 1954, Peter Miescher, un
immunologiste suisse, réussit a adsorber le facteur sérique « LE » avec des noyaux de cellules de
thymus démontrant ainsi que le facteur était un anticorps antinucléaire. En 1957, Maxime
Seligman, a Paris, montra que le sérum des malades lupiques provoque un précipité avec I’ADN
ainsi les anti-ADN sont devenus les marqueurs sérologiques spécifiques du lupus. A partir de 1975,
la recherche des anticorps antinucléaires se fera sur des cultures de cellules HEp-2, substrat encore
utilisé de nos jours (Humbel et al., 2013).




CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Généralités sur le Lupus

1.2.3 Critéres de classification

Les premiers critéres de classification du lupus erythémateux systémique, ont été établis en 1971
par I’ Association Américaine de Rhumatisme (ARA), devenue le college Américain de rhumato-
logie (ACR) en 1988. Datent de 1982 dans leur actuelle formulation et ont été actualisés en 1997
pour tenir compte des progrés survenus dans la pratique des tests biologiques (Humbel et al.,
2013).Une approche ayant pour but de moderniser les criteres d'ACR a été faite par Hochberg
dans une lettre avec la suggestion d'enlever les cellules LE et de les remplacer par des anticorps
lupigue d'anticoagulant et d'anticardiolipine de type (IgM) ou IgG (Ighe et al., 2015). Depuis 2003,
le groupe du SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics), a établi de nouveaux
criteres ayant conduit a une nouvelle classification qui a été publiée en 2012 (Costedoat-
Chalumeau et al., 2014). Ces nouveaux critéres sont plus sensibles, mais moins spécifique que
ceux de I'ACR. Les éléments ajoutés dans la classification du SLICC (par rapport & la
classification de I'ACR) ont été soulignés dans le Tableau | (Annexe 1X), (Guillvin, 2014). Ces
critéres permettent d’inclure plus de patients ayant un lupus cliniquement défini, limitant ainsi le
nombre de patients étiquetés comme ayant un lupus incomplet ou probable (Costedoat-
Chalumeau et al., 2014).

1.2.4 Epidémiologie

Le LES survient dans 85 % des cas chez la femme, généralement en période d’activité génitale.
La prévalence (15 a 50 cas pour 100 000) est plus élevée chez les sujets noirs(Bonnet, 2012). Le
lupus touche principalement les femmes jeunes, entre 20 et 40 ans, avec 9 femmes atteintes pour
un homme (Guillvin, 2014). L’age de début est variable de 0 & 80 ans, mais la plupart du temps
la maladie commence entre 10 et 40 ans (en moyenne 29) (Bontoux, 2015). Les publications
portant sur la mortalité chez des patients lupiques nord-africains sont rares (Jallouli et al., 2008).
La plupart des données épidémiologiques tunisiennes varie d’une étude a 1’autre entre 0,1 2 0,3%
(Mahfoudh et al., 2010) (Tableau Il, Annexe 1X).

1.2.5 Etiologie

Bien que I’étiologie exacte du lupus érythémateux systémique (LES) reste encore mal définie, il
est aujourd’hui bien établi que le LES est une maladie dite complexe ou multifactorielle
(Humbel et al., 2013), au cours de laquelle divers facteurs interviennent pour favoriser sa
survenue et son évolution (Lok 2015).

> Facteurs Génétique

La prédisposition génétique est attestée par la fréquence accrue de la maladie chez les jumeaux
monozygotes et par 1’atteinte d’un autre membre de la famille dans 10% des cas (Lok 2015). De
nombreux génes ont été impliqués au cours de la survenue du LES, tels que ceux de I’interféron
de typel (IRF5, 7, 8), ceux intervenant au cours de l'ubiquitination et la voie NFxb dans
I'apoptose (ITGAM, FCR), ou encore dans certaines anomalies lymphocytaires T
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(BANK1, BLK, STATA4). Il existe également une association a certains alleles du systeme HLA
de classe 1l (DR2, DR3). Enfin certains déficits en complément (déficits complets ou partiels en

C2 ou en C4) sont associés a un risque élevé de developper un LES (Guillvin, 2014), (Tableau
11 Annexe 1X), (Figure 1)

virus Bactérie

Cytoplasme

Endosome

Les étoiles rouges
marquent les facteurs
de susceptibilité du
LES

NY.

Cytokines ‘-_‘: INF type 1
inflamma’g)ir J .- 8
- . Fea \‘\
Jet i1,
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/ Novati

iOPN @+ U @ 0P

5

Figure 1 : les facteurs de susceptibilité du LES (Humbel et al., 2013)

» Facteurs Environnementaux

Les principaux facteurs environnementaux identifiés sont :
Les agents infectieux (CMV, parvovirus B19, EBV). L’antigéne nucléaire 1 de ’EBV (anti-
EBNAL) pourrait initier I’auto-immunité par le biais d’une réaction croisée entre antigene du

virus et antigéne du soi car I’EBV partage une séquence épitopique commune avec les auto
antigenes SSA (Ro) et Sm (Figure 2 ) (Mathian et al., 2014).
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Figure 2 : Le mécanisme d’induction de LES pas le virus EBV (Robert et Lahita 2011)

e les rayonnements ultraviolets (caractere photosensible de I'éruption lupique, poussées
systémique possibles aprés exposition) favorisent 1’apoptose des kératinocytes et la
production en exces de corps apoptotiques(Mathian et al., 2014).

e les facteurs hormonaux : la stimulation du récepteur a aux estrogénes, ils ont un réole
activateur sur le systéme immunitaire avec notamment une action sur les lymphocytes B et
les lymphocytes T (Mathian et al., 2014).

e les médicaments et autres produits chimiques (lupus induits)
les lupus induits par les médicament s'accompagnent plus rarement d'atteintes viscérales
(rénales ou neurologiques en particulier et disparaissent généralement apres l'arrét du
médicament en cause) (Guillvin, 2014). IlIs sont secondaires a 1’administration prolongée de
certains médicaments(Bonnet, 2012). L’hydralazine et le Procainamide , deux médicaments
responsables de lupus induit, inhibent la méthylation de I’ADN ce qui entraine
I’augmentation de 1’expression de plusieurs geénes des lymphocytes T (Mathian et al.,
2014).

Le LES résulte d’interactions probables entre un terrain génétique particulier (polymorphismes
a risque des genes de susceptibilité) et des facteurs d’environnement. Cette interaction a pour
conséquence une réponse immune anormale comportant une hyperréactivité lymphocytaire T et
B, qui n’est pas réprimée par les circuits habituels d’immuno-régulation, et la production
d’anticorps en particulier les anticorps antinucléaires (Lok 2015) (Figure 3).
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Figure 3 : Le développement des Iésions lupique peut étre soumis au contréle conjugué
de facteurs d'environnement et génétique (Subra et al., 2000).

1.2.6 Diagnostique

un patient peut étre diagnostiqué comme ayant un lupus érythémateux systémique s’il remplit au
moins quatre critéres (Tableau 1V, Annexe 1X), dont au moins un critére clinique et un critére
immunologique ou s’il a une glomérulonéphrite lupique prouvée histologiquement associée a la
présence d’anticorps antinucléaires ou d’anticorps anti ADN double brin .l1a présence de quatre
critéres ,successifs ou simultanés sont nécessaires et suffisants pour classer le patient comme
ayant un LES (Guillvin, 2014). Le caractere extrémement polymorphe des modes de présentation
de la maladie lupique rend impossible une définition purement clinique de 1’affection. D’un autre
coté, une définition purement immunologique, telle que 1’existence d’anticorps anti-ADN natif,
en 1’absence de manifestations cliniques, serait absurde (Meyer, 2005).

Des signes généraux non spécifiques sont quasi toujours présents a un moment ou a un autre de
1I’évolution de la maladie tels que fievre, asthénie, amaigrissement.la fievre peut dessiner toutes
les courbes thermique possibles et s'laccompagner de frissons, chaque manifestation clinique ou
biologique, n’est pas speécifique ,si elle est prise separément .seule l'association de différents
éléments permet de retenir le diagnostic(Bontoux, 2015).

On oppose schématiquement des formes bénignes principalement cutanéo-articulaires et des
formes graves associant diverses atteintes viscérales (Bonnet, 2012) (Figure 4).
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Figure 4: quelque manifestation lupiques (Meyer, 2005)

La maladie lupique évolue par poussées successives entrecoupées de périodes de rémission de
durée et de qualité tres variables(Bonnet, 2012). La vitesse de sédimentation est élevée au cours
des poussées dans 80 a 100 % des cas. Elle revient a la normale en période de rémission (Humbel
et al., 2013). La protéine C-réactive reste peu élevée, sauf en cas d’infection concomitante(Lok
2015). La bandelette urinaire est réalisée systématiquement a chaque consultation et lors de
chaque poussée (Belot et Cimaz 2012).
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1.3 Lupus rénale
1.3.1 Rappel anatomique des reins

Les reins font partie de 1’appareil urinaire qui est composé de bassinets, de deux ureteres, de la
vessie et de I'urétre(Johanna, 2013) (Figure 5).

] aorte

I artére rénale

2\
.Ll rein

] veine cave

\ |
] uretére

| vessie

] Lurétre

Figure 5 : Les Organes Du Systéeme Urinaires(Stéphane Batigne, 2015).
» Structure des reins

Les reins humains sont deux organes rétro péritonéaux et para vertébraux pesant chacun
approximativement 150 g. Leurs dimensions sont environ 11 a 12 cm de longueur, 6 cm de
largeur et 3 cm d’épaisseur(Gougoux, 2005), dont la forme rappelle celle des haricots, Protégés
par une capsule fibreuse entourée de tissus adipeux. Ils sont constitués d’une couche externe, le
cortex, et d’une région interne, la médulla, dans laquelle apparaissent des structures coniques
appelées «pyramides». Les pyramides sont formées de nombreux tubules rénaux qui convergent
pour former des tubules collecteurs, qui se vident dans les petits et les grands calices (Stéphane
Batigne, 2015) (Figure 6).

capsule rénale

cortex

artére
rénale

uretére

NEPHRON

pyramide

petit calice

grand calice bassinet

Figure 6 : Structure des reins (Stéphane Batigne, 2015)
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» Vascularisation rénale

La vascularisation rénale représente 20% du débit cardiaque. L’artere rénale donne naissance aux
artéres segmentaires puis aux artéres inter lobaires. Celles-ci vont alors se diviser en artéres
arquées puis en arteres interlobulaires qui se ramifient pour vascularisés les glomérules par
I’artériole afférente. Apres filtration, le sang artériel quitte le glomérule par I’artériole efférente.
Celle-ci descend dans la médullaire pour donner naissance aux vasa recta qui participent aux
échanges avec I’interstitium rénal. Le systéme veineux est satellite du réseau artériel (Gueutin
etal., 2011)(Figure 7).

Veine Cave Inférieure Aorte Abdominale

\ / P — Artére Rénale

A. Segmentaire

Cortex
Médullaire

Papille
A. Interlobaire

Calice A. Arcquée

Colonne de
Bertin

Bassinet
Uretére

. Interlobulaire

Figure 7 : Anatomie et vascularisation rénale(Gueutin et al., 2011).

» Neéphrons

Chaque rein humain posséde plus d’un million de néphrons, qui constituent ses unités structurales
et fonctionnelles. (Gougoux, 2005) et ne sont pas strictement identiques (hétérogénéité
néphrotique). Chacun de ces néphrons est composé de deux parties, un glomérule et le tubule
urinaire, qui vont assurer les opérations de filtration, de réabsorption et de sécrétion qui
conduisent a la formation de 1’urine définitive (Lacour, 2013), (Figure 8).

> Les tubules

Le tubule rénal est tapissé d’une couche unique de cellules épithéliales qui servent de barriere
entre I’intérieur de 1’organisme et I’environnement extérieur que représente la lumiére tubulaire
(Gougoux, 2005). Le tubule fait suite au corpuscule et Comporte différentes parties qui ne jouent
pas le méme rble dans la transformation de la pré-urine glomérulaire en urine définitive. On
distingue la partie contournée proximale, 1’anse de Henlé ,la partie contournée distale et le canal
collecteur (Lacour, 2013)(Figure 8).
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Artériole Tube contourné Tube contourné
afférente proximal distal
==
STy

Artériole
) efférente

Glomérule

Canal collecteur

cortical
Branche ascendante

large

. | Branche descendante —
Anse de Henlé = -

fine
Canal collecteur

Branche ascendante médullaire

fine

Figure 8 : Schématisation d’un néphron (Gueutin et al., 2011)
> Le glomérule

Le glomérule est une sphere mesurant environ 200 m de diametre et qui possede un pole
vasculaire dans lequel arrivent I’artériole afférente, et un pole urinaire en continuité avec le tube
contourné proximal (Figure 8). L’artériole efférente émerge au pdle vasculaire et forme avec la
macula densa I’appareil juxtaglomérulaire (Kanfer et al., 2014). Le glomérule est organisé
autour des boucles capillaires et délimité par la capsule de Bowman (Gueutin et al., 2011), et
est constituée de cellules épithéliales pariétales aplaties qui sont en continuité avec les cellules
épithéliales du tube contourné proximal. En dehors de ces cellules épithéliales pariétales, il existe
des cellules endothéliales qui ont un cytoplasme fenétré, la membrane basale glomérulaire
(MBG) et les cellules épithéliales viscérales ou podocytes (Kanfer et al., 2014). Le plasma filtré
ayant traversé dans I’ordre ces trois couches arrive dans la chambre urinaire délimitée par la
capsule de Bowman comportant une couche de cellules épithéliales pariétales. L’urine primitive
entre alors dans le tube contourné proximal (TCP)(Gueutin et al., 2011) (Figure 9).

Tube proximal

o — p
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p ® ) ./
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PEAY L PR L4 paniétale
5 \ ¥ J S
- - . L 20 Cellule endothéliale
- a £
Mesbiana bssale N B\ » 3 /
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. L ]
L)
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Figure 9 : A-Schéma de la structure glomérulaire normale(Kanfer et al., 2014)
B-Microscopie optique d’un glomérules normaux (Kanfer et al., 2014).
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1.3.2 Atteinte rénal

La néphropathie lupique (NL) est une complication majeure et fréquente du LES, cette
complication est précoce et s’installe rapidement, (Renaudineau et al., 2008). Elle concerne 30
a 50 % des patients atteints de LES. Elle est inaugurale dans 50 % des cas, mais peut survenir
tardivement dans I’histoire de la maladie (Jourde-Chiche et al., 2014). Elles constituent la
deuxiéme cause de mortalité de lupus érythémateux systémique(Meyer, 2005). En I’absence de
traitement, 1’évolution se fait vers une insuffisance rénale chronique et irréversible chez la moitié
des patients (Renaudineau et al., 2008). Bien que les femmes représentent 90 % des malades
souffrant de LED, ce sont paradoxalement les hommes qui développent plus souvent une NL,
elle prédomine avant 33 ans. Les facteurs qui concourent au développement d’une NL ont tout
lieu d’étre multiples, mais ils restent inconnus (Renaudineau et al., 2008). Le survenue d’une
atteinte rénale est associée a des titres élevés d’anticorps anti -ADN natif (Guillvin, 2014).

1.3.3 Classification Histologique

La classification histologique des Glomérulonéphrites lupiques a fait 1’objet de multiples
conférences de consensus, afin d’obtenir une nomenclature internationale admise de fagon
consensuelle. La derniére classification en date a été publiée il y a moins de dix ans, sous le terme
ISN/RPS 2003 (Tableau V, Annexe 1X). Elle permet de classer de facon reproductible les GN
lupiques dans I'une des six catégories majeures, de faire la part entre 1ésions chroniques et 1ésions
actives, de déterminer les index d’activité et de chronicité de la maladie rénale. (Karras, 2011).
L’adoption d’une classification utilisée par 1’ensemble des pathologistes et des cliniciens a
surtout permis d’identifier des sous-groupes de patients ayant des caractéristiques cliniques et
histologiques communes, pour pouvoir élaborer des essais cliniques et des protocoles
thérapeutiques internationaux (Karras, 2011).

L’¢tude histologique montre des Iésions principalement glomérulaires, mais aussi tubulo-
interstitielles et parfois vasculaires qui coexistent fréquemment sur une méme biopsie. L’atteinte
peut étre restreinte aux cellules mésangiales (hypercellularité et dépbts immuns), affecter les
cellules endothéliales (lésions glomérulaires) ou s’étendre aux cellules épithéliales ou
podocytaires (Iésions extra-membraneuses) (Abdnasser et Mansour, 2014) (Figure 10)

Dépot
extramembraneux de
complex immuns classe V

capillaire
fenétreé

- endothélium

Cellules mésagiales

prolifération
subendothéliale
classe 11l et IV

podocytes

v
prolifération mésanglale
classe 1 et 11

Figure 10 : I’Atteintes glomérulaires de la néphropathie lupique
(Abdnasser et Mansour, 2014)
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En raison de la discordance fréquente entre la gravité histologique et les signes biologiques
L’analyse de la biopsie rénale va permettre de classer histologiquement 1’atteinte rénale, et
d’éliminer les néphropathies sans rapport avec le lupus(Karras, 2015).

Cette classification histologique n’est pas figée, et il n’est pas rare qu’une forme mésangiale ou
proliférative segmentaire et focale devienne ultérieurement une forme diffuse proliférative.
Inversement, sous traitement, certaines lésions vont régresser (Meyer, 2005).

1.3.4 Manifestations des néphropathies lupiques

La néphropathie lupique doit étre suspectée chez tout patient lupique présentant une insuffisance
rénale, méme minime (Karras, 2015).

Le bilan minimal doit comprendre :

* une mesure de la pression artérielle

* un dosage de la créatinémie avec calcul du débit de filtration glomérulaire estimé (DFG)

* un dépistage de I’albuminurie et de I’hématurie par une bandelette urinaire confirmée par un

dosage pondéral de la protéinurie.

* une recherche d’hématurie ou de cylindres hématiques a I’ECBU.

Ce bilan doit étre proposé lors de chaque évaluation de la maladie lupique, notamment lors de

situations associées a un fort risque de poussée (grossesse, diminution du traitement

immunosuppresseur, mauvaise observance au traitement) (Karras, 2015). Selon les récentes

recommandations de I’ACR et de ’EULAR la biopsie rénale doit étre réalisée en cas :

* D’insuffisance rénale (DFG< 60 ml).

o De protéinurie >0,5 g/24 h (ou un ratio protéinurie/créatinurie sur échantillon urinaire >0,05
g/mmoL.), surtout si celle-ci est associée a la présence d’une hématurie microscopique
(Corapi, et al., 2015)
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1.4 Les Anomalies Immunologiques

1.4.1 Les Anticorps anti-nucléaires (AAN)

C’est Hargreaves qui est, le premier, a repéré, sur le myelogramme d’un patient souffrant de
LED, la cellule éponyme. Il s’agit d’un polynucléaire neutrophile ayant phagocyté le noyau d’une
autre cellule préalablement recouvert d’AAN. Cette recherche est tellement fastidieuse qu’elle
est tombée en désuétude quand les tests de détection des AAN se sont multipliés(Renaudineau
et al., 2008).

Les autoanticorps de spécificité variée sont dominés par les anticorps anti-nucléaires (AAN) ou
facteurs antinucléaires (FAN) (Lok, 2015). Ces auto-anticorps représentent un groupe
hétérogene d’immunoglobulines reconnaissant des structures antigéniques situées dans le noyau
des cellules(Humbel et al., 2013). Ce sont rechercher en cas de suspicion de maladie auto-
immune, principalement de connectivite (ou maladies auto-immunes systémiques).

Ces anticorps sont une aide au diagnostic, mais leur présence est décrite dans de nombreuses
autres pathologies non auto-immunes et parfois chez les sujets sains (Fusaro et Musset 2016).
Ils repérent des antigénes nucléaires différents. (anti-ADNdb, anti-Sm, anti-SSA/Ro, anti-
SSB/La, anti-Jo-1...) (Humbel et al., 2013).

La plupart des anticorps antinucléaires sont dépourvus de toute action pathogene directe, comme
en témoignent la présence d’anticorps anti-nucléaires dans le sérum de sujets normaux. mai via
leur capacité a se lier a des auto-antigénes circulants et a former des complexes immuns que ces
anticorps vont devenir pathogénes (Humbel et al., 2013)

les AAN constituent un marqueur biologique quasi constant (98 %) du lupus érythémateux
systémique (Humbel et al., 2013).Ces auto-anticorps sont détectés par immunofluorescence
indirecte sur cellules Hep2 est une méthode globale de dépistage des FAN trés sensible (95%
environ), mais peu spécifique du lupus puisque I'on retrouve des anticorps antinucléaires dans
d’autres affections auto-immune (Guillvin, 2014)

1.4.2 Les anticorps anti-ADN

Parmi les anticorps anti-DNA, on distingue les anticorps anti-ssDNA (dirigés contre 1’ADN
simple brin, dénaturé) et les anticorps anti-dsDNA (dirigés contre I’ADN double brin natif). Les
anticorps anti-ssDNA sont peu utiles en clinique car peu spécifiques. Les anticorps anti-dsDNA
par contre sont tres spécifiques du LES (Petitpierre et al., 2009). Ils sont présents chez 70 % des
sujets lupiques a un moment quelconque de 1’évolution de la maladie (Humbel et al., 2013)
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la recherche des anti-DNA est un examen moins sensible (50 a 80%), mais nettement plus
spécifique du LES(Lok, 2015). Cela peut étre réalisé par différentes techniques :

e immunofluorescence indirecte sur Crithidia luciliae,(Petitpierre et al., 2009)
e radio immunologique de Farr,
e ELISA, (Antico et al., 2010).

Une augmentation du taux de ces anticorps précéde parfois les manifestations cliniques d’une
poussée. La présence de grandes quantités d’anticorps anti-dsDNA dans les dépots de complexes
immuns glomérulaires chez les patients avec une néphrite lupique suggere que ces anticorps
peuvent avoir un role dans la pathogenése de la maladie (Petitpierre et al., 2009) (Figure 11).

¥
|

Cible glomérulaire

Figure 11: la pathogeénicité des auto-Anticorps (Ac) anti-ADN dans le lupus néphrotique

1. Les complexes immuns (Cl) anti-ADN/ADN viennent ce déposé dans les reins et engagent la cascade
inflammatoire. 2. L’ Ac anti-ADN reconnait les nucléosomes déposés dans les reins, les Ac se fixent donc
directement sur une cible glomérulaire. 3. Les Ac anti-ADN reconnaissent par réaction croisée un constituant
du glomérule rénal (Ségalen et al., 2011).

1.4.3 Les anticorps anti-histones

Les histones sont des protéines basiques, riches en arginine et en lysine qui, avec la double hélice
d’ADN, constituent la majeure partie de la chromatine. Il existe différentes classes d’histones
(H1, H2B, H2A, H3 et H4).Jusqu’a 80% des patients avec un LES ont des anticorps anti-histones.
Ces derniers sont présents chez plus de 95% des patients qui ont un lupus d’origine
médicamenteuse (Petitpierre et al., 2009).

Les dosages se font par ELISA. Le contraste entre la présence d’anticorps anti-histones 2 titre
élevé et I’absence d’anticorps anti-ADN natif a un grand intérét diagnostique en faveur d’un
lupus induit (Humbel et al., 2013).
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1.4.4 Anticorps anti-nucléosomes

Le nucléosome est un complexe protéique constitué d’un octamere de deux fois deux histones
(H2A, H2B, H3et H4) autour duquel s’enroule un ADNn (Ségalen et al., 2011) (Figurel2).
ces anticorps sont présents chez 60 a 80 % des patients lupique (Guillvin, 2014). lls sont détectés
par ELISA. Leur spécificité est voisine de 95 % mais ils s’observent aussi bien dans le lupus
érythémateux spontané que médicamenteux. lls sont parfois présents dans le lupus érythémateux
spontané en I’absence d’anti ADN natif,

MNucléosome

Figure 12: La structure de nucléosome (Fournel et Muller, 2000).

Tout au plus, peut-on espérer que 1’usage des nucléosomes dans un ELISA assure non seulement,
la detection des anti-ADNn isolés et des Ac anti-histones isolés, mais également celle des Ac
strictement dirigés contre les nucléosomes (Ségalen et al., 2011). Notamment en dehors d’une
poussée évolutive. Leur taux serait plus élevé en cas d’atteinte glomérulaire (Humbel et al.,
2013). D’autres études retrouvent un taux élevé de la sous-classe d’IgG3 chez les patients dont
le LED est actif. Cette augmentation des IgG3 anti-nucléosomes sériques semble étre spécifique
des poussées de la maladie. D’ailleurs, elle est particulierement marquée en présence d’une NL
(Ségalen et al., 2011).

1.4.5 Les anticorps spécifiques d’antigénes nucléaires solubles (anti-ENA)

Les anticorps spécifiques d’antigénes nucléaires solubles (anticorps anti-ENA) sont détectés et
identifiés par Immunoprécipitation, immunoblot ou ELISA. Ces anticorps reconnaissent des
motifs antigéniques peptidiques présents sur des complexes formés de protéines antigéniques et
de petits ARN. Les principaux anticorps observés au cours du lupus sont (Humbel et al., 2013).
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=  Anti-RNP :

Les anticorps anti-RNP sont dirigés contre des protéines faisant partie des snRNP, et plus
précisément contre des protéines associées a I’ARN Ul. Ce sont donc des anticorps anti-
U1RNP(Petitpierre et al., 2009) (Figure 13).

Les anticorps anti-ULRNP, également présents au cours des connectivites mixtes. Ils sont
observeés chez 40% des lupus. Ils s’associent volontiers a un phénomeéne de Raynaud et a une
composante myositique. En 1’absence d’anti- ADN natif, ils constituent un marqueur de lupus
bénins, sans atteinte rénale grave (Humbel et al., 2013).

U1 snRNP Q
U1 RNA . _68kDa
U1 RNA —A
Sm N\
Sm core g\_-/ \2
particle: X ‘
” B',B,D1, rams O
D2,D3EF,G L—n)

Figure 13 : le complexe rubonucléoprotéiqgue Sm/U1RNP (Robert et Lahita 2011)

Le snRNPUlest un complexe de plusieurs protéines (70K, A, B/B, C, D, E, F, et G) lié a une
petite molécule d’ARN U1 nucléaire. Les protéines 70K, A, et C sont identifiés par I’anticorps anti-RNP
et Les protéines B'/B, D, E, F, et G forment une particule nommée Sm. Cette particule est identifiée par les
anticorps anti-Sm (Robert et Lahita 2011).

* Anti-Smith (anti-Sm)

Les anticorps anti-Sm ont pour cible des protéines faisant partic d’un sous-groupe de
ribonucléoprotéines ,(SnRNP) (Petitpierre et al., 2009). sont extrémement spécifiques du lupus,
au point de faire partie des critéres de classification (Humbel et al., 2013). De maniere similaire
a ce qui a été décrit pour les anticorps anti-DNA, les anticorps anti-Sm sont souvent associés a
la présence d’une néphrite lupique (Petitpierre et al., 2009) (Figure 13).

* Anti-SSA (Ro) / Anti-SSB (La)

Les anticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB sont dirigés contre des protéines faisant partie d’un
complexe antigénique hétérogene, le complexe Ro/La, constitué de trois protéines différentes
(52 kD Ro, 60 kD Ro et 48 kD La) et de petits ARN (Y1, Y2, Y3, Y4 et Y5) synthétisés dans le
noyau sous le contrdle d’une ARN polymérase III, dont le role est peu clair. Les anticorps anti-
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Ro/SSA et anti-La/SSB sont principalement associés a deux connectivites: le syndrome de
Sjogren et le LES (Petitpierre et al., 2009) (Figure 14).

Les anticorps anti-SSA(Ro) dirigés contre des antigénes a la fois nucléaires et cytoplasmiques
,(Lok, 2015) Ils sont présents chez 30 a 50 % des lupus spontanés (Humbel et al., 2013). Les
anticorps anti-SSB(La) sont rares dans le lupus (10 %) (Humbel et al., 2013).

Il a éte décrit que les grossesses des patientes présentant des anticorps anti-Ro/SSA ou anti-
La/SSB peuvent se compliquer d’un lupus néonatal, maladic auto-immune transférée
passivement de la mére au feetus. La complication la plus sérieuse est le bloc cardiaque
congénital, qui survient dans 1 a 2% des cas (Petitpierre et al., 2009).

h¥1 RNA
Ro RNP

La (SSB)

Figure 14: le complexe ribonucléoprotéique RO/LA(Robert et Lahita, 2011)

1.4.6 Anticorps anti-a-actinine

L’a-actinine est une protéine de 100 kD se liant a I’actine présente a la surface des cellules
mésangiales et sur les podocytes du glomérule rénal. Cette protéine favorise la survenue d’une
néphropathie. Certains Ac anti-ADNn reconnaissent 1’a-actinine glomérulaire. Ces auto-
anticorps sont dotés d’une double spécificité, et ils se fixent a I’ADNn avec une forte affinité. On
les trouve dans le LED, mais pas dans les autres affections voisines En pratique, (Ségalen et al.,
2011) la surface de I’a-actinine est acide, donc chargée négativement comme 1’ADN. De plus,
sa structure tridimensionnelle est proche de celle de I’ADN. Ce qui pourrait expliquer I’existence
de réactions croisées (Guerrier et al., 2007). On utilise un test ELISA pour doser les Ac anti-a
actinine (Ségalen et al., 2011). Ces Ac peuvent précéder une atteinte rénale, augmenter au cours
de ’atteinte rénale, disparaitre des I’instauration d’un traitement efficace, puis réapparaitre en
cas de rechute (Renaudineau et al., 2008) (Figure 15).
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Figure 15 : I’'immunofluorescence indirecte (IFI) d’anticorps anti-a-actinine
exprime au niveau des glomérules .Grossissement x160 (Guerrier et al., 2007)

1.4.7 Anticorps anti-Clq

Le Clq est I’'un des composants de la voie classique d’activation du complément. Il intervient
dans la clairance des CI et des corps apoptotiques, ce qui expligue que les sujets qui manguent
de C1q souffrent de LED, amassent des corps apoptotiques dans les reins et développent une
glomérulonéphrite sévére (Ségalen et al., 2011). Ils reconnaissent la partie « collagéne- like » de
la molécule C1q (Humbel et al., 2013).

Des Ac anti-Clq d’isotype IgG apparaissent dans 10 a 30% des LED en phase active, en
particulier ceux qui présentent une NL (80—100%) (Renaudineau et al., 2008). Ces Ac anti-
C1q ont également été incriminés dans la GN lupique. En effet, au cours du LED, la moitié des
patients qui en possédent souffrent d’atteinte rénale (Guerrier et al., 2007).

La recherche des Ac anti-C1q par ELISA est basée sur la capacité des auto-Ac a reconnaitre le
Clq fixé sur le support en plastique (Renaudineau et al., 2008). IIs ne sont pathogénes qu’en
présence d’Ac contre une cible glomérulaire comme I’a-actinine , la laminine ou les nucléosomes
(Ségalen et al., 2011), ou lorsque ils sont attachés a la surface des corps apoptotiques (Pickering
et Botto 2010). En effet, ’activation du complément nécessite la fixation de 1’auto-Ac sur la
cible glomérulaire. Le Clq fixé est reconnu par I’anti-C1g, ce qui amplifie le processus
inflammatoire (Ségalen et al., 2011) (Figure 16).

L’absence d’Ac anti-Clq permet pratiquement d’exclure une récidive rénale avec une valeur
prédictive négative proche de 90 %. Enfin, une augmentation ou une réapparition des Ac anti-
Clq suggere qu’une rechute rénale est en cours (Renaudineau et al., 2008).
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Figure 16 : le role d’anticorps d'antiC1q dans le déclanchement d’inflammation
rénale (Pickering et Botto, 2010).

1.4.8 Cytokines

L’interleukine 6 (IL6) circulante est élevée au cours des poussées de la maladie, ainsi que le
récepteur soluble de I’IL2. Il a également été rapporté une forte production du Blys, cytokine
stimulant la production d’autoanticorps (Stohl et al., 2003). la production d’IFNa est trés
augmentée au cours du LES évolutif, comme I’atteste la production accrue d’ARN messagers
codant pour des geénes inductibles par I’'I[FNa. (Meyer, 2005). Parmi les autres biomarqueurs
sériques reflétant ’activité du lupus, citons : la chimiokine CXCL13 qui facilite la chimiotaxie
des lymphocytes B (Humbel et al., 2013).

1.4.9 Autres anomalies

e présence de facteur rhumatoide, Le test au latex est positif chez environ 20 % des lupus,
plus fréquemment chez les lupus ayant débuté apres 50 ans.

e anticorps anti-globule rouge hémolyse mis en évidence par un test de Coombs direct.

e anticorps anti-plaquettes

e cryoglobuline, complexes immuns circulants et chaines légéres libres
d’immunoglobulines

e complément (Humbel et al., 2013)
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1.5 Physiopathologie

Les mécanismes physiopathologiques responsables du LES restent peu connus. lIs font intervenir
des facteurs génétiques, environnementaux et immunologiques. Les travaux les plus récents
permettent de mieux comprendre l’interaction entre ces trois facteurs aboutissant chez un
individu donné au développement de la maladie lupique (Mouthon, 2012).

1.5.1 Lasource principale des auto-antigénes lupiques

L'ADN et les nucléosomes peuvent étre libérés dans le sang par la mort cellulaire ou elle peut se
produire par diverses voies qui incluent l'apoptose, la nécrose, et la NETos (Figure 17).
Ces voies different en termes de stimulus, les événements moléculaires qui causent la
mort cellulaire, structure de I'ADN libérée et les propriétés immunologiques des cellules
décédées (Pisetsky, 2015).

a Apoptosis b  Necrosis c NETosis

DNA ~

Figure 17 : la libération d'’ADN par la mort cellulaire (Pisetsky, 2015)
e L’apoptose :

Au cours du lupus érythémateux, le corps apoptotique pourrait constituer « 1’auto-antigene »
impliqué directement dans la rupture de tolérance contre des antigenes nucléaires. On peut ainsi
envisager le lupus érythémateux comme résultant d’un défaut quantitatif d’apoptose et/ou d’un
défaut qualitatif et/ou d’une anomalie de la clairance des corps apoptotiques (Humbel et al.,
2013). La réaction auto-immune contre les corps apoptotiques est favorisée par un environnement
inflammatoire (débris cellulaires, microbiens et cytokines pro-inflammatoires), et la survenue,
lors de I’apoptose, de modifications post-translationnelles des auto-Ag avec la création de
néoépitopes ou 1’exposition d’épitopes cryptiques. Par exemple, les Ag majeurs contre lesquels
les patients lupiques developpent des auto-Ac (ADNnN, nucléosomes, protéines RNP, SSA, SSB
et phospholipides) sont regroupés spatialement dans les corps apoptotiques(Mathian et al.,
2014) (Figure 18).
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Figure 18 : mécanisme d'induction d’auto-anticorps anti-nucléaire par apoptose
(Subra et al., 2000)

e laNETose:

Au cours du lupus, les polynucléaires immatures sont présents en exces dans la circulation (Bennett
et al., 2003), Plusieurs travaux récents tendent a impliquer ces cellules dans la production des auto-
Ag du LES. Au cours d’une mort cellulaire qui lui est propre, la NETose, le polynucléaire neutrophile
subit sous I’influence de signaux extérieurs un processus rapide et actif de désintégration de sa
membrane nucléaire et de sa chromatine. Ce processus aboutit a la formation de longs filaments de
chromatine couplé au contenu des granules qui prennent la forme de filets (NET), (Figure 17 (c)) qui
ont un pouvoir bactéricide tres important. Au cours du lupus, les NETSs seraient produits en exces et
fourniraient une source importante d’auto-antigénes nucléaires (Mathian et al., 2014).

1.5.2 L’activation du systéme immunitaire

Un exces de production et/ou un défaut de clairance des cellules en apoptose induisent I’accumulation
de débris cellulaires (corps apoptotiques, ADN, ARN et protéines nucléaires). Les polynucléaires
neutrophiles fournissent une seconde source d’auto-Ag, les NETS. Les cellules dendritiques captent
ces auto-Ag et activent les lymphocytes T auto-réactifs qui facilitent et contrdlent 1’activation et la
sécrétion d’auto-Ac par les lymphocytes B, les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4 et CD8
et les lymphocytes B interagissent par I’intermédiaire de molécules de costimulation, les auto-Ac se
fixent aux auto-Ag dans la circulation ou dans les tissus pour former des complexes immuns (Cl).
Les CI activent la voie classique du complément (C1q), la cascade du complément libere des
cytokines et la cytotoxicité lymphocytaire induisent 1I’inflammation tissulaire. L’IFNa est la cytokine
chef d’orchestre de la réaction auto-immune. Il est produit par les cellules dendritiques
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plasmacytoides et les polynucléaires neutrophiles exposés a différents matériels nucléaires seuls ou
sous la forme de complexes immuns. Il active de nombreuses cellules immunitaires, Blys augmente
la survie et la sélection des lymphocytes B immatures auto-réactifs, la survie, I’activation et la
prolifération des lymphocytes B matures et la production des plasmoblastes et des plasmocytes auto-
réactifs. Des boucles de régulation entretiennent et amplifient la réaction auto-immune (Mathian et

al., 2014) (Figure 19).

4 Tissu
e®eoo ‘r.":".‘!".‘ cytotoxicité

D TNFa

Inflammation I

Complément —

Figure 19 : physiopathologie du lupus(Mathian et al., 2014)
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1.5.3 Physiopathologie de la néphropathie lupique

Les lésions intra rénales constatées, sont a la fois liées aux dépéts glomérulaires d’immunoglobulines
et de complément mais sont aussi souvent secondaires a I’infiltration du parenchyme rénal par des
cellules inflammatoires, notamment par des macrophages activés (Figure 20). La présence
d’anticorps anti-ADN natif est corrélée au développement des lésions glomérulaires dans le LED,
mais les auto-anticorps qui semblent directement et en grande partie responsables de cette atteinte
rénale sont les anticorps anti-nucléosomes et les anti-DNA (Karras, 2015).

Mesanglal
cell
activation
Endothelial
cell activation
Thrombosis N
Collecting —
duc% lnﬁ“rauon # Dendritic cell
Endothelial — Y Autoantibody
R Dﬁ'égﬂ'gﬁoc,f 2 Y¢ Complement proteins
and death .
T Loop of Henle & Mesangial cell
atrophy © Lymphocyte
Fibrosis

Figure 20 : pathogeénicité du lupus néphrite (Chan, 2015).

» Meécanismes primaire des lésions rénales
a) L’inflammation rénale par les auto-anticorps :

La glomérulopathie lupique se caractérise dans sa forme classique par des dépdts glomérulaires
d’immunoglobulines. La fixation d’Ac anti-ADN ou d’Ac anti-nucléosomes sur des nucléosomes ou

de I’ADN glomérulaire ou, par réactivité croisée, sur d’autres antigenes (Ag) glomérulaires (Mathian
et al., 2014).
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L’anomalie de clairance des corps apoptotiques classiquement observée chez les patients lupiques
renforce cette possibilité (Humbel et al., 2013).

Les histones trés cationiques se fixent sur les héparines sulfates anioniques des membranes basales
glomérulaires. Ces histones sont liées a I’ADN natif sous forme de nucléosome, et les anticorps anti-
ADN forment un complexe immun avec les nucléosomes plantés(Humbel et al., 2013). Les
mécanismes impliqués dans le dépbt des complexes nucléosomes anti-nucléosomes ne sont pas
connus. Le dépdt glomérulaire des auto-anticorps peut se faire soit par un mecanisme de formation
locale de complexes immuns, soit du fait du dép6t de complexes circulants (Subra et al., 2000). pour
secondairement induire une réaction inflammatoire via I’activation du complément (Humbel et al.,
2013) (Figure 21).

Cellule
eépithéliale

\,/ Circulation
>/

‘ Mécanismes pathogénes secondaires™

Com plexes nucléosome-anti-nucléosome

m Mucléosomes

>— Anticorps anti-nucléosome

Figure 21 : Roles pathogenes des auto-anticorps anti nucléosome au niveau des glomérules
rénaux.

1. Mécanisme pathogene direct par fixation sur une structure glomérulaire.2. Formation de complexes par
dépot de complexes immuns circulants et/ou formation locale de complexes.3. Endocytose et pénétration
intra-cytoplasmique et/ou intranucléaire d'anticorps ou de complexes immuns. Ces mécanismes peuvent
aussi intéresser les cellules endothéliales et mésangiales des glomérules rénaux. * Mécanismes pathogenes
secondaires : activation du systeme du complément, réaction inflammatoire, apoptose intraglomérulaire
(Subra et al., 2000).
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b) L’inflammation rénale par les complexes immuns :

Dans la majorite des cas, les auto-Ac sont a I’origine des Iésions tissulaires par le biais de la formation
de complexes immuns (CI) (Mathian et al., 2014). Ces dernier peuvent déclenchée les lésions
rénaux par différente mécanisme (Figure 22). Les complexes qui se déposent dans le sous-
endothélium détruit les cellules endothéliales qui sont a I’ origine des néphropathies lupique de classe
Il et IV. Ces dépdts ont acces a l'espace vasculaire et peuvent activer les cellules myeloides
circulantes exprimant les récepteurs de la fraction Fc, cela leur permette d'infiltrer le tissu rénal. En
revanche, le dépdt sous-épithélial, trouvé dans la néphropathie lupique de classe V, détruit les
podocytes mais obtiennent une réponse inflammatoire moins grave que les dépdts sous endothélial,
car ils entrent en contact seulement avec I'espace urinaire. Si les ruptures sont aux niveaux de la
membrane basale glomérulaire MBG. Ces complexes immuns sous-épithéliaux peuvent alors accéder
au glomérule entier. Les dép6ts immun peuvent activer la cascade du complément (Davidson, 2015),
ou ils peuvent directement activer la cellule glomérulaire intrinseque (cellule mésangiale), qui méne
aux lupus de classe | et Il (Kanfer et al., 2014). Les complexes contenant les acides nucléiques
activent en plus les récepteurs TLR intracellulaires, a leurs tours augmentant
la réponse inflammatoire (Davidson, 2015), par une importante production intra-rénale de cytokines
proinflammatoires et notamment d’interféron o et d’IL6 , ainsi qu’une surexpression de molécules
d’adhésion sur les parois de la microcirculation rénale, conduisant a I’afflux de lymphocytes T
cytotoxiques et Thl7, ainsi que de lymphocytes B, qui amplifient I’inflammation intra-rénale
(Karras, 2015).
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Figure 22 : les lésions glomérulaires du lupus néphrotique (Davidson, 2015).
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> Meécanisme secondaire des lésions rénales
a) L’inflammation rénale par le complément :

La présence des complexes immun dans les tissus, activent la voie classique du complément (Mathian
et al., 2014). Ceci conduit au dépdt du C1 (C1g/C1r/C1s) sur la membrane basal glomérulaire. La
libération des peptides chimiotactiques C5a et C3a déclenche le recrutement des cellules phagocytaires
(monocyte, macrophage...) a proximité du C1q. L'activation des phagocytes conduit a la libération des
radicaux libres qui peuvent modifié post-traditionnellement (MPT) le C1q, ces modifications peuvent
étre absorbées par les cellules présentatrices d'antigéne et les peptides modifiés présentés aux
lymphocytes T. Les lymphocytes T auto-réactifs a leur tours active les lymphocytes B qui vont se
différencier en cellules plasmatique productrice d’anticorps anti-C1g muté (Eggleton et al., 2014)
(Figure 23).
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Figure 23 : le mécanisme de déclanchement des néphropathies lupique par 1’intermédiaire du
Clqg (Eggleton et al., 2014).
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1.6 Traitement

Le traitement de la néphropathie lupique a beaucoup évolué depuis 20 ans, mais malgré les
nouvelles molécules qui ont enrichi notre arsenal thérapeutique. Le choix des traitements repose
sur la caractérisation précise des lésions histologiques rénales et la biopsie doit rester
systématique avant de prendre la décision thérapeutique (Karras, 2015). Les types de
néphropathie lupique qui posent de vrais probléemes thérapeutiques sont les classes IlI, 1V et V
(Fakhouri et Lesavre 2007).

1.6.1 Les Types du Traitement

Le traitement est conduit en deux phases. Une premiére période de traitement dit «d’attaque »,
visant a mettre la néphropathie en rémission, suivie d’une période de traitement « d’entretien »,
dont le but est d’éviter la rechute de la GN, complication qui peut toucher jusqu’a 35 % des
patients et qui a des conséquences significatives sur le pronostic rénal a long terme (Karras,
2015). La nécessité d’un traitement initial d’attaque « fort » appelée traitement d’induction
comportant une association de corticostéroides et de cyclophosphamide, puis la nécessité d’un
traitement d’entretien par mycophénolate mofétil ou azathioprine associé a des corticoides a
faible dose (Daugas, 2008). un traitement immunosuppresseur par CYC, MMF, ciclosporine ou
azathioprine (AZA) peut faire diminuer la protéinurie et améliorer le pronostic rénal, notamment
lorsqu’il existe une dysfonction rénale associée ou un syndrome néphrotique persistant (Karras,
2015).

1.6.2 Biothérapie de la Néphropathie Lupique :

Les nouvelles biothérapies ont de multiples “cibles” spécifiques impliquées dans I’immun
pathologie du lupus (Sibilia et Sordet 2005). Le role majeur du lymphocyte B dans de
nombreuses pathologies auto-immunes est a I’origine du développement de nouvelles molécules
ciblant sa fonction , Cibler le lymphocyte B est donc un sujet d’actualité dans les maladies auto-
immunes systémiques et particulierement le lupus (Hachulla, 2012) (Figure 24).
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Figure 24 : Biothérapie de la néphropathie lupique (Chan, 2015)

» Immunomodulateurs ciblant Blys (BAFF) :

Blys a été impliquée dans la physiopathologie lupique dans la mesure ou des taux élevés de Blys
ont été détectés chez les patients lupiques et sont corrélés aux taux €levés d’auto-Ac. A 1’heure
actuelle deux classes de molécules modulant BAFF sont en cours de développement dans la
néphropathie lupique (Abdnasser et Mansour, 2014).

BAFF est exprimé par les monocytes, macrophages et cellules dendritiques notamment. Cette
protéine transmembranaire est clivée par une protéase libérant une forme soluble. BAFF peut se
fixer sur 3 récepteurs membranaires du lymphocyte B : BAFF récepteurs, TACI et BCMA (B
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cell maturation antigen). BAFF est le récepteur qui influence la différenciation et la survie du
lymphocyte B.TACI est un récepteur inhibiteur des lymphocytes B.

e Le Belimumab : est un anticorps monoclonal totalement humanise 1gG1 lambda qui se
fixe sur le Blys soluble et inhibe ainsi son activité biologique. Blys inhibe 1’apoptose des
lymphocytes B et stimule leur différenciation en cellules plasmocytaires productrices
d’immunoglobulines (Hachulla, 2012) (Figure 25).

e L’Atacicept : Cette molécule est capable de neutraliser BAFF mais également APRIL
(Dall’Era et al., 2007) (Figure 25).
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Figure 25 : Immunomodulateurs ciblant Blys/BAFF (Stohl, 2013)

1.6.3 Pronostique
Le pronostic du LES s’est considérablement amélioré depuis 30 ans, notamment en raison du
diagnostic des formes frustes et des progrés thérapeutiques. Le taux de survie a 10 ans est
d’environ 90 % (Lok, 2015). Cette amélioration a été obtenue au prix d’une morbidité et d’une
mortalité iatrogénes non négligeables, de nature principalement infectieuse et cardio-vasculaire
(Mathian et al., 2014).

Il est envisageable d’améliorer le pronostic par une prise en charge précoce des patients, par une
éducation thérapeutique renforcée, pour une meilleure observance du traitement, et par une
épargne cortisonique dans la mesure du possible (Bouras et al., 2014).
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Chapitre 11 : Matériels Et Méthodes

Notre stage pratique a été réalisée au niveau du service d’immunologie médicale, unité d’auto-
immunité de I’hopital « ISSAD Hassani » de Beni Messous durant la période de six mois
(janvier 2016 - juin 2016). L’objectif principal de notre travail est d’établir un profil d’auto
anticorps anti nucléaires chez les patients atteints d’un lupus néphrotique sur la base d’une étude
comparative et analytique entre les patients lupiques en présence ou en absence d’atteinte rénale
L’intérét souhaité a travers notre étude est de préciser l'apport de ces auto-anticorps dans le
diagnostic et le suivie de la néphropathie lupique.

2.1 Matériel :

2.1.1 Matériel Biologique

Notre étude a porté sur un échantillon de 70 patients atteints de lupus néphrotique, 57 étaient de
sexe féminin et 11 de sexe masculin, avec un sexe ratio de (5F/1H), avec des extrémes d’age
allant de 16 a 66 ans et une moyenne de 35 * 8 ans. Ces échantillons ont été comparés avec une
population de 58 patients présentant un lupus non néphrotique, L’age de cette seconde population
variait entre 11 et 87 ans avec une moyenne de 36 +£12 ans, 54 étaient de sexe féminin et 4 de
sexe masculin avec un sex-ratio de (13F/1H). Le diagnostic du LED chez ces patients a été retenu
devant I’association d’au moins 4 signes cliniques ou biologiques appartenant aux 11 critéres de
I’ACR. Les donneées de chaque patient ont été collectées a partir des fiches de renseignement
remplie par le médecin traitant. Les renseignements regroupant des données épidémiologiques,
cliniques (rash malaire, photosensibilité, phénoméne de Raynaud, atteinte rhumatologique,
atteinte neurologique...) et immunologiques (FAN, Anticorps anti-DNA, anti-SSA, anti-SSB,
anti-SM, anti-RNP) des patients qui ont été établies (ANNEXE VII).

= les Sérums :

Les prélevements sanguins ont été effectués par ponction veineuse et récoltés dans des tubes
héparines. Une centrifugation du sang total a été réalisée par la suite afin de récupérer les sérums,
qui ont été aliquotés dans des eppendorfs annotés pour chaque patient. Si le test ne peut pas étre
fait dans les 8 heures qui suivent le prélevement, les échantillons vont étre conservés a 4°C, apres
I’analyse. Les échantillons sont congéles a -20°C pendant 6 mois pour les études antérieures.
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= Cellule HEP2 :

cellules HEp-2,dérivées d’une lignée tumorale de cellules épithéliales humaines, qui possedent
de gros noyaux et de gros nucléoles permettant une bonne visualisation des structures nucléaires
reconnues par les anticorps du patient, de plus ces cellules étant tumorales, elles offrent
I’avantage de présenter de multiples mitoses, utiles a 1’interprétation et a I’identification
d’anticorps particuliers (Petitpierre et al., 2009) (ANNEXE I).

= Cellule Crithidia luciliae :

Est un trypanosome flagellé unicellulaire, parasite de la mouche (non pathogéne chez I’homme).
Il contient un volumineux noyau et un kinétoplaste qui contient une masse fortement condensée
d’ADN double brin circulaire, elle sert de substrat sensible et spécifique pour la détection
d’autoanticorps anti-ADN double brin (Fraud, 2011) (ANNEXE 1).

2.1.2  Matériel non Biologique
Le Matériel et I’appareillage sont présentés en ANNEXE I, IV, V
- Les principaux kits utilisés sont :
v NOVA Lite® HEp-2 ANA Kits : pour le dépistage des FAN en
immunofluorescence indirecte sur Hep-2.
v" NOVA Lite® dsDNA Crithidia luciliae Kits : pour le dépistage des anticorps anti-
DNA en immunofluorescence indirecte sur Crithidia luciliae.
v" QUANTA Lite tm ENA 6 ELISA en Screening : pour le dépistage des anticorps
anti-ENA en ELISA screen.
v" QUANTA Lite® ENA Profil ELISA : pour déterminé le profil d’anticorps anti-
ENA en ELISA Profile.

2.2 Méthodes :

Deux méthodes sont habituellement utilisées pour rechercher les AAN : I’immunofluorescence
indirecte (IFI), et la méthode immuno-enzymatique (ELISA). De maniere générale, I’TFI est
considérée comme une méthode trés sensible, mais peu spécifique, alors que I’ELISA, qui permet
de détecter les anticorps spécifiquement dirigés contre des nucléoprotéines bien caractérisées, est
plus spécifique mais moins sensible. Pour cela, afin de déterminer le profil d’autoanticorps chez
les patients atteints d’un lupus, nous avons utilisé en premier lieu I’immunofluorescence indirect
sur cellule HEP-2 comme test de dépistage, en cas de positivité, des autoanticorps anti-ENA ont
été recherchés au moyen de deux ELISA (ENA screening, ENA profil) et les anti-dsSDNA ont été
recherchés par IFI sur Crithidia luciliae (Figure 26).
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Figure 26 : I’algorithme utilisé pour la recherche d’anticorps antinucléaires (ANA) par IFI et
ELISA dans le cas de dépistage d’un Lupus
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2.2.1  ldentification des ANA par immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellule
Hep-2 :

* Principe:

L’immunofluorescence indirecte est une technique de détermination semi- quantitative des
anticorps anti-nucléaires (ANA) dans le sérum humain, elle permet de déterminer la localisation
des antigenes dans un tissu donné. Les échantillons des patients a des dilutions croissantes sont
incubés avec les cellules HEp-2 fixé sur les lames suivies par un lavage. Les anticorps fixés sur
ces cellules sont ensuite révélés grace a un conjugué couplé a un fluorochrome et les anticorps
non liés sont éliminés au lavage. La lecture des lames et leur interprétation se font a I’aide d’un
microscope a fluorescence. Les échantillons ayant une réaction positive aux autoanticorps
afficheront une fluorescence vert pomme qui correspond aux zones de la cellule ou des noyaux
ou I’autoanticorps s’est lié.

* Mode opératoire :

Dilution des sérums des patients :

Dépistage initial : diluer les échantillons des patients au 1:40 avec la solution tampon PBSII
diluée

Titrage : diluer en série en double a partir de la dilution de dépistage initiale pour tous les
échantillons positifs en utilisant la solution tampon PBS 11 (1:80, 1:160,... 1:1000).

Préparation de la lame substrat : laisser la lame atteindre la température ambiante avant de la
retirer de sa pochette. Etiqueter la lame a I’aide d’un crayon et la placer dans une chambre humide
adéquate. Ajouter une goutte (20 a 25 pl) du contrdle positif non dilué et du Contréle négatif
respectivement dans les puits 1 et 2. Ajouter une goutte (20 & 25 pl) de 1’échantillon du patient
sur les puits restants.

Incubation de la lame substrat : incuber la lame pendant 30 minutes dans une chambre humide
(un essuie-tout humide placé a plat au fond d’un récipient de plastique ou de verre fermé permet
de maintenir les conditions d’humidité appropriées).

Lavage de la lame substrat : aprés I’incubation, utiliser une pissette en plastique ou une pipette
pour éliminer le sérum en ringant délicatement avec la solution tampon PBS |1 diluée (dilution a
1:40 en ajoutant le contenu de la bouteille de concentré PBS 11 2 975 ml d’eau distillée). Orienter
la lame et le flot de solution tampon PBS Il de fagcon a minimiser le débordement des échantillons
entre les puits.

Addition du conjugué fluorescent : éliminer I’exceés de la solution tampon PBS II en secouant
la lame. Replacer la lame dans la chambre humide et recouvrir immédiatement chaque puits

d’une goutte de conjugué fluorescent. Incuber la lame pendant 30 minutes.

Lavage de la lame substrat : répéter 1’étape 3 fois avec la solution tampon PBS 1l diluée.
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Figure 27 : Les lames d'immunofluorescences indirecte sur Hep-2

Montage de la lame substrat :

Placer une lamelle sur un essuie-tout.

Appliquer le milieu de montage en une ligne continue sur le bord inférieur de la lamelle.
Eliminer I’excés de la solution tampon PBS Il et placer la lame contre la lamelle.

v Dans le cas ou la technique et automatisé tous les étapes vont étre réalisé par I’automate, la seul
différence entre la technique automatisé et manuelle dans 1’étape de lavage, I’automate lave
puits par puits ce qui diminue le risque de contamination entre les puits.

v" Avant de lancer 1’automate on doit :

1.
2.
3.

Remplir la solution du ringage de I’automate par le PBSII

Amorcer I’automate

choisir la technique et identifier la liste des échantillons dans le systéme d’exploitation de
I’automate

placer le portoir des échantillons, la plaque des délutions, le conjuguer, les contrdles positif
et négatif et les lames Hep2 étiqueter dans I’automate

= Réaction négative : Un échantillon est considéré négatif si une coloration spécifique est

égale ou inférieure au témoin négatif. Les échantillons peuvent afficher différents degrés
de coloration de fond.

Figure 28 : aspect négatif d’immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellule Hep-2
(Buchner et al., 2014)
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= Reéaction positive : Un échantillon est considéré comme étant positif si une coloration
nucléaire spécifique est notée et est supérieure au contrble négatif. En cas de résultat
positif, la fluorescence observée peut avoir différents aspects : homogeéne, périphérique,
moucheté nucléolaire et aussi on peut observer des aspects mixtes regroupe plusieurs
types de fluorescence (homogéne et moucheté, homogéne et nucléolaire...) le résultat est
donné en titre qui correspond a la derniére dilution donnant une fluorescence positif
(1/80; 1/160 ; 1/320 ...).

= Les aspects :

Au cours du LES, divers aspects de fluorescence, parfois associés, sont rencontres :
= Homogéne : défini par une fluorescence uniforme du noyau typiquement associé a la
présence d’anticorps anti-dSDNA

Cellule en division

Cellule au repos

Figure 29 :aspect Homogéne d’immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellule Hep-2
(Buchner et al., 2014)

= Moucheté : correspond a la présence d’autoanticorps anti ENA , il s’agit d’images de
type :
o Moucheté a gros grains : évocatrices de la présence d’anticorps anti Splicéosome ou
complexes d’épissage tels que les Ac anti-Sm et anti-U1 RNP

Cellule en division

Cellule au repos

Figure 30 : aspect moucheté a gros grains d’immunofluorescence indirecte (IFT) sur HEP-2
(Buchner et al., 2014)
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* Moucheté fin : évocatrices de la présence d’Ac anti-Ro/SSA avec ou sans Ac anti-
La/SSB

Cellule en division

Cellule au repos

Figure 31 : aspect moucheté fin d’immunofluorescence indirecte (IFT) sur
cellule Hep-2 (Buchner et al., 2014)

= Homogene et Moucheté : présente les caractéristiques des deux aspects en méme temps
évocateur de la présence des anticorps anti-dsDNA et anti-ENA.

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

v" Du fait de manque de spécificité de I’IFI sur Hep-2, il est recommandé que tous les échantillons
ayant une réaction positive aux ANA soient titrés jusqu’a la dernicre dilution et que des tests plus
spécifiques soient effectués pour la détection des autoanticorps anti-ADN double brin (dsDNA)
et des autoanticorps aux antigénes nucléaires solubles (ENA).

2.2.2  ldentification des anticorps anti-DNA

L’utilisation combinée des méthodes IFI et ELISA pour la recherche d’anti-dsDNA est d’un
apport majeur pour le diagnostic de LES.

% L’immunofluorescence indirecte (IFI) sur Crithidia luciliae :

Le méme principe et mode opératoire comme 1’ Identification des ANA par immunofluorescence
indirecte (IFI) sur cellule Hep-2 : La seul différance est aux niveaux de la culture cellulaire des
lames la premier technique c’est sur cellule Hep- 2 et celle-la sur Crithidia luciliae

= Reaction négative : Un échantillon est considéré négatif si la coloration spécifique du
kinétoplaste est moins forte que celle du controle négatif. La coloration d’autres
structures telles que le corpuscule basal, le flagelle ou le noyau sans coloration
concomitante du kinétoplaste devrait étre considérée négative pour une réactivité a
I’ADN double brin.
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Crithidia luciliae
A

i LY
Flagelle Moyau

/

Figure 32 : immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellule de Crithidia luciliae négatif
(Lakos et al., 2016)

= Reéaction positive. : Un échantillon de sérum est considéré comme positif si le
kinétoplaste présente une fluorescence clairement visible, supérieure a celle du puits du
controle négatif (si la fluorescence est >1 /10) Plus la dilution est importante, moins la
fluorescence est marquée pour disparaitre au-dela d'une dilution seuil

C— Flagelle

.  Corpuscule® »
Basale

Figure 33 : immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellule Crithidia luciliae
positif (Lakos et al., 2016)

2.2.3 ldentification des anticorps anti-antigénes solubles (ENA) par ELISA :

L’identification des ENA se fait par deux ELISA successif la premiere ENA screen pour
confirmer la présence des ENA dans le sérum en cas de positivité on passe a I’ENA profil pour
déterminé le type des ENA présent dans 1’échantillon.
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<+ ENA screen :

* Principe:

Cette technique ELISA permet la réalisation d’un dosage semi-quantitatif in vitro pour la
détermination dans le sérum ou le plasma d’auto-anticorps humains de classe 1gG diriges contre
six antigenes différents Sm, RNP, SSA, SSB, scl-70 et jo-1 regroupes dans le méme puits.
Ces derniers sont fixes dans les puits d’une plaque de micro-titration. Les contrdles pré dilués et
les sérums de patients dilues sont ajoutes dans différents puits .une étape d’incubation permet la
liaison entre les anticorps anti Sm, RNP, SSA, SSB, scl-70 et /ou Jo-1 présents dans le sérum et
I’antigéne immobilise dans le puits. Les molécules non liées aux antigenes sont éliminees par
lavage. Un conjugué enzymatique anti-lgG humains est alors ajoute dans chaque puits pour
révéler I’auto anticorps du patient. Aprés une étape d’incubation, le conjugue non fixe est éliminé
par lavage. L’activité enzymatique résiduelle est quantifiée grace a 1’addition d’un substrat
chromogéne qui donne une coloration bleue qui vire au jaune apres I’ajout d’une solution d’arrét,
suivie d’une étape de mesure de I’intensité de la coloration ainsi développée, la densité optique
est lue a 450nm.

» Mode opératoire :

o Préparation du test :

Diluer 10uL de chaque échantillon avec 1000 pl de diluant (1:100).
porter tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26 °C) avant de les utiliser.
Placer le nombre nécessaire de micro puits ou de barrettes sur le portoirs.

Distribuer 100ul de chacun des contréles positifs et négatif pré-dilues et de sérums de patients
dilués dans les puits. Recouvrir les barrettes et laisser incuber pendant 30 minutes a température
ambiante.

Lavage : Diluer la totalité de la solution de lavage avec 975 ml d”eau distillée (1/40), aspirer le
contenu de tous les puits ajouter 200-300 pl de tampon dilué dans tous les puits et 1’aspirer en
suits complétement .Répéter cette opération deux fois supplémentaires pour un totale de trois
lavages. Apres le dernier lavage, retourner la plaque en la tapotant sur du papier absorbant. Pour
enlever tout liquide de lavage résiduel.

Distribuer 100ul de conjugue HRP 1gG dans chaque puits, recouvrir les barrettes et incuber
pendant 30 minutes a température ambiante, comme décrit a 1’étape 2.

Lavage : répéter la procédure décrite a 1’étape 4.

Distribuer 100 ul de chromogene TMB dans chaque puits et laisser incuber & 1’obscurité 30
minutes a température ambiante.
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8. Ajouter 100 ul de solution d’arrét HRP dans chaque puits .tapoter délicatement les plaques pour
bien mélanger le contenu des puits. Ceci Induit un changement de couleur du bleu au jaune.

9. Lire la densité optique (DO) de chaque puits a 450 nm dans I’heure qui suit I’arrét de la réaction

= | a réactivité des échantillons :

La réactivité de chaque échantillon est calculée en divisant la DO moyenne de I’échantillon par
la DO moyenne du contr6le faible et multiplier le résultat obtenu par la valeur (en unités)
affectée au controle faible.

DO de 1'échantillon

Valeur de I’échantillon (unités = DO du controle faible

X valeur du control faible (unités))

Le test ELISA est une technique tres sensible et peut en conséquence détecter de trés faible
différence au sein d’un groupe de patients. Les échantillons peuvent étre interprétés comme
négatifs, faiblement, modérément ou fortement positif selon les valeurs en unités détaillées ci-
dessous :

Unités
Négatif <20
Faiblement positif 20 -39
40 - 80
Modérément positif
Fortement positif >80

v" Tous les échantillons positifs devront étre testés une deuxieéme fois avec des tests
spécifiques pour Sm, RNP, SSA, SSB, Scl-70 et Jo-1 afin de déterminer la quantité et la
spécificité des anticorps présents.

v" un résultat négatif indique I’absence d’anticorps recherché dans le sérum ou bien un taux
d’anticorps en dessous de la valeur seuil.

v" Pour le dosage en double, utiliser la moyenne des deux valeurs obtenues pour
I’interprétation des résultats.
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<+ ENA Profile :

Le méme principe et mode opératoire de ’ENA screen. Cette technique permet de dépister au

maximum 12 échantillons ou Chaque puits a I’intérieur d’une barrette de 8 puits est coaté avec
I’un des antigénes suivants : SSA/Ro, SSB/La, Sm, RNP, Scl-70 ou Jo-1 comme indique dans

le tableau suivant.

rangée Antigéne ENA Contréle/échantillon
A Antigéne de controle Controle positive
B Antigéne de controle Contréle négative
C SSA (52 et 60 kD) Echantillon
D SSB Echantillon
E Sm Echantillon
F RNP Echantillon
G Scl-70 Echantillon
H Jo-1 Echantillon

= | a réactivité des échantillons :

Pour calculer le résultat ENA de chaque échantillon, on a utilisé la formule suivante :

DO controle positif ou de l1échantillon , _
X 10 = valeur controle ou échantillon

DO controle seuil

L’interprétation des résultats comme suit :

Résultat ENA Interprétation
<8,0 Négatif
8-12 Douteux

>12,0 Positif

v" Les échantillons donnant des résultats douteux doivent étre confirmés avec le coffret
ENA spécifique correspondant.

2.2.4 Etude statistique :

Les parametres étudies ont été analyses statistiquement par logiciel XLSTAT, Les moyenne *
écart-type ont été calculées pour I’age. Le test du X2 a été utilisé pour chercher une différence
statistiquement significative dans les tableaux comparatifs des autoanticorps antinucléaire des
deux populations lupique néphrotique et non néphrotique. La significativité a été retenue pour
des valeurs de p < 0,05 (ANNEXE VIII)
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Résultats

Chapitre 111 : Résultats et discussion
3.1 Résultats :
3.1.1 Données épidémiologiques :

3.1.1.1 Répartition des patients selon le sexe :

Comme représente dans la Figure 34 notre étude a porté sur un échantillon de 70 patients atteints
d’un lupus néphrotique. Echantillon pour lequel une prédominance féminine a été observée, avec
une fréquence de 84 % et un sexe ratio de 5F/1H.

m Femme = homme

Figure 34 : répartition des patients atteints d’un Lupus Néphrotique selon leur sexe
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3.1.1.2 Répartition des patients selon les tranches d’age :

Nous avons etudié la répartition des patients selon 6 tranches d’ages (Figure 35). Les patients
agé entre 20-40 ans étaient les plus affectés avec une nette prédominance féminine (Figure 36),
pour des extrémités allant de 16 & 66 ans. L’age moyen au moment du diagnostic était de 35 + 8
ans
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M lupus néphrotique

Figure 35 : La répartition des patients atteints d’un Lupus Néphrotique selon les tranches d'age
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H lupus néphrotique femme i lupus néphrotique homme

Figure 36 : La répartition du sexe des patients atteints d’un Lupus Néphrotique en fonction des
tranches d’age

46



CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION
Résultats

3.1.2 Données cliniques :

3.1.2.1 Répartition des patients en fonction des manifestations cliniques :

Tous les patients répondaient a au moins quatre critéres de I’ American Collége de Rhumatologie
(ACR). Ces atteintes multisystémiques sont dominées par D’atteinte Articulaire avec une
fréquence de 83%, suivie par I’érythéme malaire dans 44% des cas et une thrombose dans 43%
des cas. Les autres signes cliniques sont moins fréquents (Figure 37)

60 | 27
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Patients
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Manifestations Cliniques

M lupus Néphrotique

Figure 37 : Répartition des patients en fonction des manifestations cliniques
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3.1.3 Donné immunologique :

3.1.3.1 Le titre et ’aspect d”’immunofluorescence indirecte sur Hep-2 :

50
40
30
20
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4(

% des ANA

1/1000 1/640 1/320 1/80

titres

M lupus néphrotique

Figure 38 : les titres des ANA par immunofluorescence indirecte sur HEP-2
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Figure 39 : les aspects des ANA par immunofluorescence indirecte sur HEP-2

Les autoanticorps anti-nucléaire ont été détectés par immunofluorescence indirecte sur HEP-2.
Les résultats sont positifs chez tous les patients, avec une dominance d’aspect mixte Homogéne
moucheté (44%) et de titre 1/1000 (40%), suivie par I’aspect Homogene (32%) et de titre 1/640
(34%). une faible fréquence a été constatée concernant les titres 1/320 et 1/80 ainsi que I’aspect
moucheté (Figure 38, Figure 39).
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3.1.3.2 Les autoanticorps anti nucléaires :

Afin d’établir un profil d’autoanticorps antinucléaire dans le lupus néphrotique, nous avons
effectué une étude comparative entre deux populations :

= population 1 : patients atteints d’un lupus néphrotique

= Population 2 : patients atteints d’un lupus non néphrotique

3.1.3.2.1 Les autoanticorps anti-DNA natifs et anti antigéne soluble (ENA) :

La fréquence des anti-DNA natif et anti antigéne soluble (ENA) positifs sont
approximativement identique, au sein de la méme population et aussi dans les deux
populations (Figure 40) :
= Les anticorps anti DNA natifs : sont positif chez 42 patients atteints d’un lupus
néphrotique soit 22 % de la population, et chez 31 patients affectée par un lupus non
néphrotique soit 23% de la population (P=0.37)
= Lesanticorps anti ENA : sont positif chez 33 patients atteints d’un lupus néphrotique
soit 26 % de la population, et chez 51 patients affectée par un lupus non néphrotique
soit 25 % de la population (p=0.36)
Nous n’avons pas constaté de différence significative entre les deux populations (P=0.95)
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H lupus non néphrotique %

Figure 40 : La fréquence des autoanticorps anti-DNA et anti-ENA dans les deux populations
lupique néphrotique et non néphrotique

49



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION
Résultats

3.1.3.2.2 Le profil d’anticorps anti ENA :

Les anticorps anti ENA ont été recherchés par la technique ELISA profil. Nous avons noté dans
notre série de patients la présence des auto-anticorps anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-RNP.

Une prédominance d'anticorps anti-SSA, dans les deux populations lupique, néphrotiques et non
néphrotiques respective de 21% et 18%, suivie par les anti-RNP et anti-Sm avec des fréquences
approximativement égaux au sein des deux populations (Figure 41).
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N
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Figure 41 : profil des auto-anticorps anti ENA dans les deux populations lupique néphrotique
et non néphrotique

Comparaison des auto-anticorps anti nucléaires entre les patients lupique néphrotique et
non néphrotique.

anticorps Lupus Lupusnon P
Anti-nucléaire nephrotique néphrotique valu

Anticorps anti-ADN 22% 23% 0.37
Anticorps anti-Sm 12% 13% 0.33
Anticorps anti-SSA 21% 18% 0.27
Anticorps anti-SSB 6% 4% 0.31
Anticorps anti-RNP 14% 16% 0.26

La comparaison du profil d’autoanticorps antinucléaire chez des patients atteint d’un lupus
néphrotique par rapport a ceux atteints d’un lupus non néphrotique est représentée ci-dessus. Les
résultats étaient statistiquement non significatifs : les anticorps anti-SSA (p = 0,27), les anticorps
anti-SSB (p = 0,31), les anticorps anti-RNP (p = 0,26), les anticorps anti-Sm (p = 0,33), les
anticorps anti-DNA (p = 0,37).
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3.2 Discussion :

Dans notre série nous avons contribu¢ a 1’analyse des données épidémiologique, clinique et
immunologique des patients qui présent une néphropathie lupique. Afin d’établir le profil
d’autoanticorps antinucléaire (anti-DNA, anti-ENA) nous allons les comparé avec une autre
population atteint d’un lupus non néphrotique.

Les résultats de la présente étude ont montré une nette prédominance féminine du lupus, cette
méme observation a déja été rapporté par d’autres études reéalisees sur des populations
algériennes (Bahamida et al., 2014 ; Baghdali et al., 2014) . De plus nos résultat rejoint
également les conclusions des études marocaines (En-Nasri et al., 2014) et tunisienne (Louzir
et al., 2003), ayant rapporté une prévalence nettement plus élevée chez les femmes avec des sexe
ratio respectifs de 20F/1H et 11F/1H .

Diverses hypothéses ont tenté d’expliquer cette prédominance. En effet, une intervention du
facteur hormonal a été suggérée, en faveur du réle délétere des estrogenes, les poussées lupiques
sont déclenchées par la grossesse, le péri- et le post-partum, ainsi que par la pilule
cestroprogestative. De plus, a été incriminé, une activité immunitaire différente entre I’homme et
la femme lupique, due essentiellement a une expression différentielle des génes de I’immunité
porté par le chromosome X. Dont une large étude de réplication dans une population d’origine
caucasienne européenne a permis de confirmer 1I’importance du locus IRAK1-MCEP2 localisé
sur le chromosome X dans la susceptibilité au lupus érythémateux et parfois a une surproduction
de I’'INFa chez la femme. (Grimaldi, 2006 ; Solal, 2006 ; Ferdinand et al., 2011 ; Bonnet,
2012 ; piette et al., 2012 ; Humbel et al., 2013) .

Bien que d’autres études ont confirmé la fréquence élevée et la gravité de la néphropathie lupique
chez les hommes contrairement aux femmes (Alba et al., 2003 ; Bujan et al., 2003). Une étude
américaine des patients atteints d’un lupus rénale a révélé une prédominance des hommes avec
58% (Jose et al., 1996), mais cela n’était pas noté dans notre étude probablement vu le nombre
d’hommes qui était tres réduit (11 homme).

Une explication possible pour cette hétérogénéité constatées entre les différentes études, peut-
étre l'appartenance ethnique et géographique et les différences entre les races , qui
peuvent avoir un rdle dans I'expression différentielle de la maladie (Jose et al., 1996 ; Alba et
al., 2003).

Concernant 1’age, nos données sont comparables a celles publiées dans la littérature avec une
nette prédominance des sujets jeunes, cela a été confirmé par différentes études. En I’occurrence,
les études tunisiennes de Ghedira et al., (2002) et Louzir et al., (2003) avec des moyennes
d’ages respective de 33 ans, et 30,6 ans, et aussi Beji et al.,(2005) ont démontré que 1’age moyen
au moment du diagnostic de la Néphropathie Lupique était de 28,8 ans.
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Les études marocaines de Baline et al., (2015) et En-Nasri et al., (2014) les moyennes d'age
étaient de 35 ans, et 36,1+13,05 ans respectivement.

Cette prédominance des sujets jeunes peut étre expliqué par la grande activité hormonale durant
cette période (de la puberté a la ménopause) (Bonnet, 2012).

Alba et al., (2003) ont noté que la néphropathie lupique est moins fréquente chez les sujet jeunes
que dans 1’age adulte. D’apreés Zulfigar et al., (2015) ’atteinte rénale étaient fréquentes dans le
lupus a révélation tardive.

En outre, il a été rapporté que I’apparition de la maladie peut varier entre les patients agés et les
jeunes cela peut étre due a la prédisposition génétique, aux différents mécanismes
de déclenchement ( I’exposition solaire entre les différents pays) (Alba et al., 2003), et surtout
aux complications des traitements et aux comorbidités (Zulfigar et al., 2015).

La répartition des signes cliniques au cours du lupus néphrotique est trés variée d’une étude a
une autre cela peut étre due aux conditions d’étude dans les différentes séries, et I’hétérogénéité
des services cliniques d’ou proviennent les malades. Cependant notre étude est en accord avec
plusieurs études au cours desquelles 1’atteinte articulaire a été la plus décrite.

D’apres Béji et al., (2005) les signes extra-rénaux les plus fréquents étaient les arthralgies,
(93,2%) la chute des cheveux (76,9%) et le vespertilion 67,8%. Dans 1’étude tunisiénne de
Louzir et al.,(2003) I’atteinte rhumatologique avait constitué¢ la manifestation clinique la plus
fréquente. Elle est observée chez 90 % des patients suivie par les rashs malaire dans 62 % des
cas, Les principales manifestations cliniques dans 1I’étude de Feki et al., (2012) étaient les signes
articulaires (50 %), les signes cutanéomuqueux (75 %).

Diverses études ont démontré que le signe extra rénal le plus dominant au cours de la néphro-
pathie lupique est la thrombose (Lu et Nossent 2015). Une étude comparative des Patients
présentant la glomérulonéphrite lupique et non-lupique a prouvé que le lupus était un facteur de
risque de la thrombose artérielle surtaux dans le cas d’insuffisance rénale (Mok,2016). Cela peut
étre d0 a une grande prédominance des facteurs vasculaires et tissulaire induite par I'activation
du complément (Song et al., 2013).

Récemment, une étude a démontré que l'activation de la voie classique du complément
pourrait étre un facteur crucial dans le développement des Thromboses au cours
de la néphropathie lupique, ainsi que la présence d'anticorps anti-phospholipides (APL) est
considérée comme une indication d'un risque accru de thrombose au cours des néphropathies
lupiques (Lu et Nossent 2015).
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Pour I’analyse en immunofluorescence indirecte (IFI), depuis 1’utilisation de substrat de plus en
plus sensible sur les cellules humaines Hep-2, sur lesquelles on pourra distinguer de nombreux
aspects de fluorescence en rapport avec le type d’anticorps détecté.

Nos résultats sont en accord avec 1’étude de Frodlund et al., (2013), dont les aspect d’IFI sur
HEP-2 les plus dominant au court de I’atteinte rénal sont ’homogéne/moucheté avec une
fréquence de 29.2% , I’homogéne 24.4% puis le moucheté 16.3 %. Et aussi d’aprés Ghedira et
al., (2002) I’aspect moucheté (59%) et I’aspect homogene (36%) sont les plus fréquents, I’aspect
mixte homogéne/moucheté (4%) et I’aspect périphérique (1%) sont tres rares.

Une étude suédoise a démontré que L’aspect homogeéne d’IFI sur HEP-2 est I'un des
caractéristiques des maladies lupique qui a été inclus dans les critéres de classification d’ACR.
Pour I’aspect moucheté peut étre associé¢ aux atteintes systémiques et articulaires lupiques
(Frodlund et al., 2013).

La confirmation d’une fluorescence d’aspect homogene correspondant a la présence d’anticorps
anti-chromatine, a une dilution au moins égale au 1/160 en pratique, permet ensuite la recherche
d’anticorps anti-ADNn (Lemarié et al., 2011). Divers études ont confirmé que 1’aspect
homogeéne se rapporte habituellement a des Anticorps, anti-histones, anti nucléosome
(DNAV/histone) et Anti-dsDNA ces derniers sont les plus révélateurs des néphropathies lupiques,
alors que 1’aspect moucheté correspond a la présence d’autoanticorps anti antigéne soluble
(ENA) plus précisément les anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-RNP (Bahon-Riedinger, 2004 ;
Kaux et al., 2008 ; Petitpierre et al., 2009 ; Goetz, 2012 ; Frodlund et al., 2013).

Toutefois, I’adéquation entre 1’aspect de I’IFI et la nature de I’ Ag est souvent inconstante, car les
Ac anti-ADN par exemple donnent plus souvent un aspect moucheté qu’un aspect homogéne. De
plus, ces deux aspects peuvent se superposer quand plusieurs ANA coexistent dans le méme
sérum (Renaudineau et al., 2008).

Plusieurs études ont souligné la présence des FAN chez les sujets sains. Selon I’étude de Tan et
al., (1997) sur une population de sujets sains de 20 a 60 ans, des ANA positifs ont été mis en
évidence chez 32% des individus a une dilution de 1/40, 13% a une dilution de 1/80, 5% a une

dilution de 1/160 et 3% a une dilution de 1/320. De plus, la prévalence augmente avec 1’age,
particulierement chez les femmes, ce qui fait que 10-15% des individus sains de plus de 65 ans
ont des ANA positifs, en général a une dilution <1/160.

Les résultats de notre étude immunologique ne révélent pas de différence significative entre les
anticorps anti-DNA (p=0.37) et les anticorps anti-ENA (p=0,36) dans les deux groupes avec ou
sans néphrite lupique, Cela est en accord avec I’études comparative de Zivkovié et al., (2014)
qui ont établi un profil d’anticorps anti-nucléosome ,anti-C1lq et anti-dsDNA, dans
des patients qui présentent ou non une activité clinique de néphropathie lupique.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

Discussion

Diverses études ont mis en avant l'intérét primordial des anticorps anti-DNA pour le diagnostic
et le suivi de la néphropathie lupique.

D’apres I’étude de En-Nasri et al., (2014) les anti-DNA étaient positifs chez (61%) des patients,
Ces dernier sont plus susceptibles de développer une atteinte rénale au cours du lupus. Un exces
d'anticorps anti-DNA précéde une exacerbation, et la persistance de taux élevés signe d’une
poussée de néphropathie lupique (Baline et al., 2015). D’apres Rekvig et al., (2012)
la  néphropathie lupique est due a [D’interaction in situ entre les autoanticorps et
les composants de la chromatine, principalement les dSDNA | les nucléosomes, et les structures
glomérulaires extracellulaires. Feki et al., (2012) ont suggéré que les anti-nucléosomes et I’anti-
ADN natifs étant connus les plus prédicateurs de 1’atteinte rénale au cours du lupus, et peuvent
étre induits par plusieurs infections, le plus souvent par mimétisme moléculaire entre I’ADN
infectieux et cellulaire.

Pour mieux expliquer cette prédominance des anticorps anti-DNA dans les néphrites lupiques
plusieurs études ont été réalisées dans ce contexte :

Des études récentes ont démontré le réle fondamental des DNasel dans le déclanchement de la
néphropathie lupique, (Zykova et al., 2010 ; Rekvig et al., 2012). La diminution d’expression
des DNasel  rénal favorise I’exposition  massive de chromatine et
augmente I'impact pathogene d’anticorps anti-dsSDNA, ceci est définitivement déterminé dans les
souries et I’Homme. Cette perte de DNasel rénal est corrélée avec l'activité accrue
de métalloprotéase (MMP) dans les reins, cela va conduire a une accumulation des fragments de
la chromatine sur la membrane basale glomérulaire (MBG). Cet événement est
fondamentalement suivie par la production d’anticorps anti-dsDNA (ou l'anti-chromatine) qui
vont influencer d'une maniere directe a l'initiation et la progression de la néphropathie lupique
par la formation des complexes immuns et 1’activation du complément (Rekvig et al., 2012).
Dans d’autres études, il a été souligné le role fondamental des anticorps anti-dsDNA dans le
diagnostic des néphropathies lupique, mais non suffisant il doivent étre dépisté avec les anti-
nucléosomes et les anti-C1q pour confirmer ’atteinte rénale (Zivkovi¢ et al., 2014 ; Trad et
al., 2013).

En effet, d’autre auteurs ont aussi montré que les autres Ac anti-nucléaires peuvent apporter en
absence des anticorps anti-DNA un élément de diagnostic et de surveillance des néphrite lupique
(Baline et al., 2015). Les réactions antigene-anticorps impliquant les antigénes nucléaires
extractibles ENA, (SSA, SSB, RNP, et Sm) peuvent également contribuer a la pathogenése des
néphropathies lupique (Alba et al., 2003).

D’aprés Ghedira et al., (2002) les anticorps anti-SSA sont notés dans 64% des cas, les anti-Sm
dans 55,5%, les anti-RNP et les anti-SSB ont été retrouvés dans 49% et 33,6% respectivement.

Baline et al., (2015) et Haddouk et al., (2005) ont rapporté que I'apport des anticorps anti-SSA
parait fondamental en cas de lupus systémique avec atteinte rénale.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

Discussion

L’anticorp anti-SSB est présenté par 19,4% chez les patients lupique dans la série de Al-kabeer
et al., (1997) et Cervera R et al., (1993),14,3% dans I’étude de Haddouk et al., (2005),et de
11% dans I’étude de Bujén et al., (2003)

Anaya et al., (2011) avait observé que les anticorps anti-SSA et anti-SSB étaient moins
fréquemment observer au cours de lupus rénale que dans le lupus sans atteinte rénales.

La prévalence de la NL est faible chez les patients présentant de fagcon concomitante des anti-
SSA et des anti-SSB. Par contre la prévalence de la NL est augmentée chez les patients présentant
les anti-SSA seuls (Alba et al., 2003 ; Wasicek et Reichlin 1982).

Dans d’autres études les anti-SSA seuls (sans anti-SSB) sont moins souvent observes chez les
patients avec NL par rapport aux patients lupiques sans atteinte rénale ce qui suggeére leur role
néphroprotecteur (Eman, 2013).

Pour ce qui est des anti-RNP, d’aprés le travail de Anaya et al., (2011) sont retrouvés chez 48%
des patients avec lupus néphrotique et 13% des patient atteint d’un lupus non néphrotique, cette
derniere fréquence se rapproche des résultats obtenus dans notre étude.

Dans la série de Al-kabeer, (1997) une faible proportion de patients avec NL ont des anti-RNP
positifs. Les patients présentant de facon concomitante les anti-RNP et les anti-Sm ou les anti-
RNP et les anti-SSA ou les anti-DNA natifs sont beaucoup plus prédisposés a la NL (Gorgi et
al., 2000), en plus la prévalence des anticorps anti-RNP est élevée (60-70%) dans les populations
noires avec NL, y compris les Afro-Ameéricains (Alarcon et al., 2001 ;Alba et al., 2003) et les
Africains (Tikly et al., 1996).

La présence des anticorps anti-Sm et la survenue de la NL reste un sujet de débat ou les résultats
changent d’une région a une autre. Une étude d’Abu-Dhabi a montré que la Néphropathie lupique
n’est pas associée a la présence d’anticorps anti-Sm (Haider M et al., 2000). De plus, une autre
étude réalisée au Bahrein a montré que la fréquence des anti-Sm est significativement plus élevée
chez les patients sans Néphropathie lupique par rapport a ce qui présente une Néphropathie
lupique (Eman, 2013), par contre une étude européenne a rapporté que les patients qui présente
des anticorps anti-Sm sont plus susceptible de développer une Néphropathie lupique (Alba et al.,
2003).

Cette divergence entre les différentes études peux étre due au différences ethniques qui peuvent
influencer I'expression clinique de la maladie et la présence de profils d'auto-anticorps (Alba et
al., 2003).
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CONCLUSION

La présence d’Ac anti nucléaires (surtout a titre élevé) constitue un solide argument diagnostique
en faveur de la maladie lupique méme s’ils peuvent étre retrouvés au cours d’autres connectivites,
de plus chez les patients lupiques, la surveillance de la pathologie comprend le dosage de ces
anticorps afin de prévoir une éventuelle rechute.

La caracterisation des cibles antigéniques aprés mise en évidence des anticorps antinucléaires
(AAN) est une aide précieuse au diagnostic des différentes manifestations lupique, a 1’évaluation
de leur pronostic et a la surveillance de leur évolution.

De nombreuses recherches d'auto-Ac ont été développées et permettent le dépistage du lupus a
un stade précoce mais on observe une diversité de la réponse d’anticorps au cours des différentes
manifestations lupique. Depuis quelques années, plusieurs auto-Ac ont été qualifiés d’indices de
I’atteinte rénale. Principalement les anticorps antinucléaire les anti-DNA.

Dans notre étude nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les deux populations
lupique néphrotique et non néphrotique pour mettre en évidence le profil d’auto anticorps de
lupus rénale. Certes, notre série se heurte au biais du faible échantillonnage, pour cella d’autres
études sont nécessaires avec de plus grands effectifs pour mieux cerner cette forme de lupus.
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ANNEXE Il

NOVA Lite® HEp-2 ANA Kits/Substrate Slides
Uniquement pour “Diagnostics In-Vitro*
Références : 708100, 708101, 508100.20, 508100.80, 508105.10

Contenants Du Coffret :

2. Lames HEp-2 (cellule épithéliale humaine) ; 12 puits/lame ou, avec dessiccateur

3. Conjugué anti-lgG-FITC humain (chévre), fluorescéine marquée dans du tampon
contenant du bleu Evans et 0,09 % d’azide de sodium, 15 ml

4.  Control positif ANA titrable, 1 flacon de solution tampon contenant 0,09 % d’azide
de sodium et du sérum humain prédilué contenant des auto-anticorps anti-HEp-2, 0,5 ml
5. Contrdl Négatif, 1 flacon de solution tampon contenant 0,09 % d’azide de sodium
et du sérum humain prédilué ne contenant aucun auto-anticorps anti-HEp-2, 0,5 ml

6. Concentré de PBS Il (40x), suffisant pour 2 000 ml

7. Milieu de montage, 0,09 % d’azide de sodium, 7 ml 8. Lamelles couvre-objet

Matériel Fourni :

20 lames HEp-2 de 12-puit

15 ml Conjugué anti-lgG humain
0,5 ml Control positif ANA titrable
0,5 ml Control Négatif

25 ml Concentré de PBS 11 (40x)

7 ml de Milieu de montage

20 Lamelles couvre-objet
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ANNEXE |11

NOVA Lite® dsDNA Crithidia luciliae Kits/Substrate Slides
Uniquement pour “Diagnostics In-Vitro“
Références : 708200, 708205, 508200.10, 508205.20, 508205.80

Contenu Du Coffret :

1. Lames Crithidia luciliae (dsDNA), 6 ou 12 puits/lame, avec dessiccateur

2. Conjugué anti-lgG-FITC humain (chévre) sans Evan’s bleu, fluorescéine étiquetée
dans le tampon contenant 0,09 % d’azide de sodium

3. ADN double brin positive 1 ampoule de solution tampon contenant 0,09 %
d’azoture de sodium et des anticorps anti-ADN double brin de sérum prédilués

4. Control Négatif, 1 flacon de solution tampon contenant 0,09 % d’azide de sodium et
du sérum humain prédilué ne contenant aucun auto-anticorps anti-AND double brin

5. Concentré de PBS Il (40x)

6. Milieu de montage, 0,09 % d’azide de sodium
7. Lamelles couvre-objet

Matériel Fourni :

10 lames dsDNA Crithidia luciliae de 6-puit
1 4 ml Conjugué anti-IgG FITC humain

1 0,5ml ADN double brin positive

1 0,5 ml contrdle négatif

1 25 ml Concentré de PBS Il (40x)

1 7 ml de Milieu de montage

1 10 Lamelles couvre-objet




ANNEXE IV

QUANTA Lite tm ENA 6 ELISA
SM,RNP, SS-A, SS-B, SCL-70 ET JO-1 Screening Test
Uniquement pour “Diagnostics In-Vitro*

Références : 708615
Contenu Du Coffret :

1- plaque de microtitration ELISA revétue d’antigéne Sm, RNP, SSA, SSB, Scl-70 et Jo-1 purifier,
portoir de 12 barrettes de 8 micros puits en polystyréne sécables, dans un sachet d’aluminium avec un
dessiccant

2- contréle négatif pré-dilue ,1 flacon de 1,2 ml de sérum humain sans anticorps humains anti -ENA
6, dans du tampon avec du stabilisateur

3-control ELISA ENA 6 faiblement positif pré-dilue, 1 flacon de 1,2 ml de sérum humain avec des
anticorps humains anti-RNP, dans du tampon avec du stabilisateur

4-contr6le ELISA ENA 6 fortement positif pré-dilue, 1 flacon de 1,2 ml de sérum humain avec des
anticorps humains anti —\RNP, dans du tampon avec du stabilisateur

5-diluant d’échantillon HRP, teinté en rose ,1 flacon de 50 ml contenant du tampon Tris salin, du
Tween 20, des stabilisateurs de protéines et des conservateurs

6-tampon de lavage HRP concentré 40x-tampon Tris salin avec du Tween 20, teinté de rouge
,1flacon de 25 ml. Consulter le paragraphe (méthode) pour la dilution.

7-conjugue 1gG-HRP, anticorps de chévre anti-1gG humaines dans du tampon avec des stabilisateurs
de proteéines et des conservateurs, teinté en bleu, 1 flacon de 10ml

8-TMB chromogeéne, avec stabilisateurs, 1 flacon de 10 ml

9-solution d’arrét HRP, acide sulfurique 0.344M, non teinte ,1 flacon de 10 ml

plaque microtitration ELISA ENA 6 (12-1 x 8 puits)
1,2ml contrdle ELISA négatif pré-dilue
1,2ml contrdle ELISA faiblement positif pré-dilue
1,2ml contrdle ELISA fortement positif pré-dilue
50ml diluant HRP pour échantillons
25ml tampon de lavage HRP concentre 40x1
10ml conjugue anti-lgG humaines de chévre
10ml substrat TMB

10ml solution d’arrét HRP (acide sulfurique 0.344M)
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ANNEXE V

QUANTA Lite® Uniquement pour “Diagnostics In-Vitro“ ENA

Profile EIA 704715
Contenu du coffret :

1-Puits recouverts d’ENA : 12 barrettes de 8 puits. Chaque puits est coaté avec les
antigenes purifiés ENA. Chaqgue plaque est emballée dans un étui aluminium contenant
2 dessiccateurs

2-Diluant de I’échantillon type III : 1 flacon de S0mL de tampon prét a I’emploi et
coloré en jaune. Nécessaire a la dilution des échantillons.

3-Tampon de lavage HRP concentré : 1 flacon de 25mL de tampon concentré 40 fois
pour le lavage des puits.

4-Seuil profil ELISA ENA : 1 flacon de 1,6mL de sérum humain dilué stabilisé. Le
résultat ENA attendu est donné dans le certificat de contréle qualité. Il est fourni prét a
I’emploi.

5-Contrdle positif profil ENA : 1 flacon de 1,6mL de sérum humain dilué stabilisé. Le
résultat ENA attendu est donné dans le certificat de contrdle qualité. Il est fourni prét a
I’emploi.

6-HRP ENA Profil 1IgG Conjugué : 1 flacon de 10mL d’antisérum anti-lgG humaines
purifié par affinité et conjugué a la peroxydase. Il est prét a I’emploi et coloré en bleu.
7-Chromogene TMB : 1 flacon de 10mL de TMB prét a I’emploi.

8-Solution d’arrét HRP : 1 flacon de 10mL d’acide sulfurique 0,344M prét a I’emploi.

plaque microtitration ELISA ENA profil (12-1 x 8 puits)
1,6ml contrdle seuil profil ELISA ENA

1,6ml contrdle ELISA positif pré-dilue

50ml diluant d’échantillons

25ml tampon de lavage HRP concentre 40x1

10ml conjugue anti-lgG humaines

10ml substrat Chromogéne TMB

10ml solution d’arrét HRP (acide sulfurique 0.344M)
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ANNEXE VI

Micropipettes pouvant
distribuer un volume de

Matériels

5241000 pl
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ANNEXE VII
Tableau 1 : Les données épidémiologiques des patients  Tableau 2 : Les données épidémiologiques des patients

atteints d’un lupus néphrotique atteints d’un lupus non néphrotique
N age sexe Numéro age sexe
137 30 F 18 47 F
298 66 F 90 27 H
476 21 H 474 87 H
623 27 F 477 45 F
925 49 H 753 31 m
930 43 F 980 7 F
958 40 F 1001 30 F
ggg :1;1 |'_:| 1043 14 F
1133 32 F
= f;s : : :
1128 23 F i ) 19 F
1161 51 F 2266 45 F
1195 21 F e 35 F
1962 43 F 2709 39 E
2035 29 F 2846 32 F
2147 26 F 3395 30 F
2239 50 F 3591 42 F
2307 32 H 3624 50 F
2384 21 H 3640 56 F
2390 22 F 3670 30 F
2615 45 F 3843 28 F
2621 40 F 3924 18 F
2714 50 F 3925 35 F
2762 38 F 3932 > s
2864 2 F 3942 17 F
2881 42 F 125 = =
2888 30 F e T -
2889 39 F
2926 37 F 4287 12 F
3003 26 F 4413 16 F
3283 48 F 4474 36 F
3472 45 = 4478 26 F
3521 48 F 4488 11 F
3623 43 F 4492 33 F
3624 40 H 4594 54 F
3640 25 H 4738 57 F
3843 27 F 4788 50 F
3924 36 F 4905 34 F
3932 40 H 4907 56 F
4125 35 F 5037 29 F
4196 45 F 5142 55 F
4287 42 F 5198 30 H
4413 34 F 200 o8 :
4488 45 F Eiad = =
4492 32 F =) B =
4594 33 F s e .
4738 28 F
4788 34 E 5646 14 F
5142 35 F 268D L F
5108 34 = 5691 37 F
5402 55 F 5732 46 F
5444 33 H 5862 32 F
5514 34 F 7745 63 F
5601 17 F 7863 45 F
5862 23 F 8197 38 F
5968 26 F 8451 25 F
6515 36 F 8956 25 F
6910 55 H 9234 50 F
7077 16 F 9450 56 F
7227 24 F 9673 34 F
7706 38 F
7983 34 F
8330 50 F
8578 34 H
8618 28 F
9008 26 F
9696 28 F
9901 35 F
9956 27 F




Tableau 3 : Les données cliniques des patients atteints d’un lupus néphrotique

Thromb
S

Anémie

Atteinte
cutané/Di
sC

Atteinte
Articulaire

Atteinte
neuro

Alopécie

Atteinte
pulmonaire

Erythe

me
malair
e

Altération de

I"état
générale

Photosen
sibilité

Asthénie

Fiévre

0
0
1
1
0
0
0
2
2
1
0
2
2
1
0
0
2
1
0
0
1
0
2
1
2
1
0
0
2
1
2
2
0
0
2
0
0
2
0
2
2
2
1
2
0
1
2
1
1
2
0
0
1
0
1
0
1
0
0

N

137
298

463
476
623
654

925
930
958
980
996
1022

1083
1128
1161
1195
2035
2147
2239
2307
2384
2615

2621

2714
2762
2864

2881

2888
2889

2926
3093

3283
3472

3521

3623

3624

3640
3843
3924
3932

3962

4125
4196
4287

4413

4488

4492

4594

4738
4788
5142
5198
5402

5444
5514

5691

5968
6515

6910

7077

7227
7706
7983
8330

8578

8618

9008
9696
9901

9956




Tableau 4 : Les données Immunologiques des patients atteints d’un lupus néphrotique

N FAN IFI anti-ADN Anti-ENA screen Anti-ENA profil
aspect titre Positivité | titre Anti-SSA | Anti-SSB | Anti-Sm | Anti-RNP
137 + HM 1/320 0 1 1 1 1 1
298 + M 1/80 0 0 0 0 0 0
476 + HM 1/320 0 1 1 0 0 0
623 F H 1/1000 1 1/40 1 0 0 0 0
925 + HM 1/320 0 1 1 1 1 0
930 + M 1/1000 0 1 1 0 1 1
958 + HM 1/1000 0 1 1 1 0 0
980 + HM 1/160 1 1/20 0 0 0 0 0
996 + H 1/640 0 0 0 0 0 0
1022 + HM 1/640 0 1 0 0 0 1
1083 + HM 1/1000 1 1/20 1 1 1 0 0
1128 + H 1/80 0 0 0 0 0 0
1161 + H 1/640 1 1/40 0 0 0 0 0
1195 + H 1/640 1 1/40 1 0 0 0 0
2035 + H 1/320 1 1/100 0 0 0 0 0
2147 + HM 1/640 1 539 1 1 0 1 1
2239 + M 1/640 1 194 0 0 0 0 0
2307 F H 180 0 0 0 0 0 0
2384 + M 1/1000 1 145 1 1 0 1 0
2615 + HM 1/640 1 1/20 1 0 0 douteux 1
2621 + M 1/1000 1 1/100 1 0 0 0 0
2714 TF HM 1/640 1 1/40 1 1 0 1 1
2762 + H 1/1000 1 1/100 1 1 0 0 1
2864 + M 1/640 0 1 1 0 1 0
2881 + HM 1/640 0 1 1 d 0 0
2888 + HM 1/1000 1 1/40 1 1 1 0 0
2889 + M 1/1000 0 1 1 0 1 1
2926 + HM 1/640 0 1 1 0 0 0
3093 + HM 1/640 0 1 1 1 0 0
3283 + M 1/1000 1 1/100 1 1 0 1 1
3472 + HM 1/640 1 1/160 1 1 0 0 0
3521 + HM 1/1000 1 1/20 1 1 0 0 1
3623 + HM 1/640 1 92 1 1 1 1 1
3624 + H 1/320 1 666,9 1 1 0 0 0
3640 + M 1/320 0 1 1 0 0 0
3843 + M 1/640 0 1 1 1 1 1
3924 + HM 1/1000 0 1 1 1 1 0
3932 + H 1/320 1 153 0 0 0 0 0
3962 + H 1/640 1 1/20 1 0 0 0 1
4125 + HM 1/1000 1 666,6 1 0 0 1 1
4196 + HM 1/1000 1 161 1 1 0 1 1
4287 + HM 1/1000 1 1/100 1 1 0 1 1
4413 + HM 1/640 1 1/40 0 0 0 0 0
4488 + M 1/640 0 13,9 1 1 0 1 1
4492 + M 1/320 0 1 0 0 1 1
4594 + H 1/320 1 567 1 1 0 0 0
4738 + H 1/1000 1 1/40 0 0 0 0 0
4788 + HM 1/640 1 1/160 1 1 0 0 0
5142 + H 1/640 1 88,8 0 0 0 0 0
5198 + H 1/320 0 1 0 0 0 0
5402 + M 1/1000 0 1 1 0 0 0
5444 + HM 1/1000 1 666 1 1 1 0 1
5514 + M 1/640 0 1 0 0 1 1
5691 + HM 1/320 1 1/100 1 1 0 0 0
5968 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
6515 + H 1/1000 1 147 1 1 0 0 0
6910 + M 1/320 1 1/100 1 1 1 1 1
7077 + H 1/1000 1 1/40 0 0 0 0 0
7227 + H 1/1000 1 1/100 1 1 0 1 1
7586 + H 1/640 1 1/40 0 0 0 0 0
7706 + H 1/80 0 0 0 0 0 0
7983 + HM 1/1000 1 49 0 0 0 0 0
8330 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
8578 + HM 1/640 1 38,1 1 0 0 1 1
8618 + HM 1/640 0 1 1 0 1 1




8653 + H 1/80 0 0 0 0 0 0 0
9008 + HM 1/640 1 80,2 1 1 0 0 1
9696 + M 1/640 0] 1 1 0 0 1
9901 + HM 1/640 1 133 1 1 0 1 1
9956 + H 1/1000 1 200 1 1 0 0 0

Tableau 5 : Les données Immunologiques des patients atteints d’un lupus non néphrotique

N FAN IF1 anti-ADN Anti-ENA Anti-ENA profil
aspect titre positivité titre screen Anti- Anti- Anti-Sm Anti-
SSA SSB RNP

18 + HM 1/640 1 1/80 1 1 1 0 0
90 + M 1/80 0 0 0 0 0 0
474 + H 1/640 1 1/100 0 0 0 0 0
477 + HM 1/1000 1 1/160 douteux 0 0 1 1
753 + M 1/640 0 1 1 1 0 0
980 + M 1/160 0 0 0 0 0 0
1001 + M 1/1000 0 1 1 0 douteux 1
1043 + H 1/1000 1 1/40 0 0 0 0 0
1133 + M 1/640 0 1 1 1 0 1
1245 + H 1/320 1 1/20 1 1 1 1 1
1452 + M 1/1000 1 1/40 1 0 0 1 1
1452 + M 1/320 0 1 1 2 2 1
1954 + HM 1/1000 1 1/40 0 0 0 0 0
2109 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
2266 + M 1/1000 0 1 0 0 1 1
2584 + H 1/1000 1 1/20 1 1 0 0 0
2584 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
2709 + HM 1/1000 1 1/160 1 1 0 1 1
2846 + H 1/640 1 1000 1 0 0 0 0
3395 + HM 1/1000 1 1/160 1 1 1 0 0
3591 + H 1/1000 1 1/300 0 0 0 0 0
3670 + HM 1/640 1 1/160 1 1 0 0 0
3688 + M 1/1000 1 1/20 0 0 0 0 0
3925 + HM 1/80 0 1 1 0 1 0
3942 + M 1/1000 0 1 0 0 1 1
4474 + HM 1/640 1 1/1000 1 1 0 1 1
4478 + H 1/640 1 1/20 0 0 0 0 0
4563 + H 1/1000 0 24,4 1 1 0 1 1
4563 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
4564 + M 1/1000 1 1/40 1 1 0 1 1
4564 + H 1/640 1 1/40 1 1 2 1 1
4568 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
4589 + H 1/1000 0 1 0 0 0 1
4589 + HM 1/640 1 1/100 1 1 1 1 1
4905 + HM 1/320 1 1/160 1 1 0 0 0
4907 + M 1/320 0 1 1 1 0 0
5037 + H 1/1000 1 666 0 0 0 0 0
5423 + M 1/1000 0 1 0 0 1 1
5434 + M 1/640 0 0 1 0 1 1
5434 + H 1/640 1 272 0 0 0 0 0
5559 + H 1/1000 1 535 0 0 0 0 0
5685 + HM 1/1000 1 1/40 1 1 1 1 1
5732 + M 1/640 0 1 1 0 1 1
7745 + HM 1/640 1 600 1 0 0 1 0
7845 + M 1/1000 0 1 1 0 1 1
7845 + H 1/1000 0 1/40 0 0 0 0 0
7852 + M 1/320 0 0 0 0 0 0
8197 + H 1/640 1 >20 1 0 0 0 0
8524 + M 1/1000 0 1 1 0 1 1
8524 + H 1/640 1 1/20 0 0 0 0 0
8654 + H 1/80 0 0 0 0 0 0
8766 + H 1/1000 1 42 0 0 0 0 0
8766 + M 1/1000 1 1/100 1 0 2 1 1
9234 + HM 1/640 1 45 1 1 0 0 1
9450 + H 1/160 0 0 0 0 0 0
9632 + H 1/320 0 0 0 0 0 0
9673 + H 1/640 1 159 0 0 0 0 0
89685 + H 1/640 0 <9,8 1 1 2 1 1




ANNEXE VIII

> Le résultat du teste statistique khi? réalisé par logiciel XLSTAT .

= Comparaissent de I’ensemble des FAN des deux populations lupique néphrotique et
non néphrotique :

XLSTAT 2014.5.03 - Tests sur les tableaux de contingence (khi?...)
Tableau de contingence : 2 lignes et 6 colonnes
Test d'indépendance entre les lignes et les colonnes (Khi?) :

Khi2 (Valeur observeée) 1,169
Khiz (Valeur critique) 11,070
DDL 5
p-value 0,95
alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : Les lignes et les colonnes du tableau sont indépendantes.

Ha : 1l existe un lien entre les lignes et les colonnes du tableau.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil alpha=0,05, on ne
peut pas rejeter I'hypothése nulle HO.

Le risque de rejeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 94,78%.

= Comparaissent du profil des FAN des deux populations lupique néphrotique et non
néphrotique (exemple I’Anti- DNA) :

XLSTAT 2014.5.03 - Tests pour deux proportions -

Effectif 1: 31

Taille d'échantillon 1 : 134

Effectif 2 : 42

Taille d'échantillon 2 : 194

Différence supposée (D) : 0

Variance : p1ql/n1+p2qg2/n2

Niveau de signification (%) : 5

Test z pour deux proportions / Test unilatéral a droite :

Intervalle de confiance a 95% autour de la différence des proportions :
(-0,062; 1,000)

Différence 0,015
z (Valeur observée) 0,318
z (Valeur critique) 1,645
p-value (unilatérale) 0,375
alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les proportions est égale a 0.

Ha : La différence entre les proportions est supérieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil alpha=0,05, on ne peut pas
rejeter I'nypothese nulle HO.

Le risque de rejeter I'nypothése nulle HO alors qu'elle est vraie est de 37,53%.



ANNEXE IX

Tableau I : le dévlopement des Critéres de diagnostique du lupus au cours des années
(Yu, Gershwin, et Chang 2014)

1971 ARA 1982 ARA 1997 ACR 2012 SLICC
-érytheme facial
(éruption en ail de
papillon) -Erythéme -Erythéme -Lupus Cutané aigu
Manifestation | -érythéme discoide | malaire malaire - Lupus Cutané
cutanée - phénoméne de -lésion LED - érythéme chronique
Raynaud -Photosensibilité | discoide -Ulcéres oral
-Alopécie -ulcération Oral -Photosensibilité | -Alopécie non

- Photosensibilité
-ulcération Oral ou
nasopharynx

-ulcération Oral

cicatrisante

Manifestation

-arthrite non
déformante > une

-arthrite non
érosive > deux

-arthrite non
érosive >2 les

-Synovite > 2 les
articulations

articulaire articulation articulations articulations périphériques
périphérique périphériques périphériques
-Sérite (pleurésie | -Sérite (pleurésie
Sérite -Sérite (pleurésie -Sérite (pleurésie | ou ou

ou épaississement
pleural, ou
péricardite)

ou péricardite)

épaississement
pleural, ou
péricardite)

épanchement
pleurale, ou
péricardite)

trouble rénal

-Protéinurie> 3.59 /
Jours

Troubles rénaux
(protéinurie > 0.5

Troubles rénaux
(protéinurie > 0.

troubles rénaux

-le rapport
protéinurie/créatini
ne

-cylindre cellulaire | g/ jour ou 5¢/ jour ou ou
cylindre cylindre protéinurie /24 h
cellulaire) cellulaire) >054¢
-présence du sang
dans les urines
Trouble
hématologique -Anémie
Trouble Trouble -anémie hémolytique
hématologique - hématologique hémolytiques -Leucopénie ou
trouble anémie -anémie avec un taux lymphopénie
Hématologique | hémolytique hémolytique élevée de (<4000/
, ou leucopénie , ou leucopénie réticulocyte, ou mm3<1000/ mm3
(<4000 /mm3), ou | (<4000 /mm3), ou | leucopénie -Thrombocytopénie
thrombocytopénie | thrombocytopénie | <4000/mma3, (<100.000 / mm3)
(<100 000 /mm3) (<100 000 /mm3) | lymphopénie
<1500/mm3 ou,
thrombocytopéni

e <100.000/mm3




Anomalie
Immunologique

-cellules LE
-Chronique faux
positifs

test sérologique de
la syphilis

- cellule LE
positif
Préparation
(anti-dsDNA ou
anti-Sm ou faux-
positif pour

test sérologique
de la syphilis)

- ANA positif

- anti-dsDNA,
anti-Sm

ou des anticorps
anti-
phospholipides
Positif
(anticardiolipine
et anticoagulant
de type IgG et
IgM)

- ANA Positif

- ANA positif
-Positive anti-
dsDNA

- Anti-Sm

- anticorps
antiphospholipides
(y’a compris les
anticoagulant,
Anticardiolipine,
anti-p2
glycoprotéinel)

- complément (C3,
C4 ou CH50)

- test de Coombs
Direct en absence
d’anémie
hémolytique

Diagnostic

Présence de 4
criteres ou plus

Présence de 4
critéres ou plus

Présence de 4
critéres ou plus

Présence de 4
critéres clinique
avec un critere
immunologique

Tableau 11 : Epidémiologie du lupus érythémateux systémique dans les pays en
développement par rapport aux registres connus (Tazi Mezalek et Bono 2014)

Années de Taille Incidence / I'age Ratio
Des pays | publication | d’échantillon | prévalence | d'apparition | Femme/ | Observation
moyenne homme
MENA la fréquence
Tunisie d’incidence
(touloupe) 2013 749 - 30.66 9.26 et
la prévalence
ne peut étre
Saudia 2007 86 - 24 10.1 clarifié
Turquie 2013 428 - 40,3 13.75
Afrique
: 12.21/
Registre
Barbade 2012 183 100 000 - 15.6
personnes- Une
année mortalité
élevée
RSA
S 2007 226 - 34 18.1

MENA : Moyen-Orient et Afrique du Nord ; RSA : République d'Afrique du Sud ;Touloupe :

Lupus TUNISIEN.




Tableau 111 : Principaux facteurs génétique de susceptibilité au LES
(Humbel et al., 2013)

Locus Géne Position Fonction
TNFAIP3 Tumor necrosis factor-alpha- 6023
induced protein
TNIP1 TNFAIP3-interacting protein 15032-933, 1
UBE2L3 | Ubiquitin-conjugating enzyme | 22q11, 2- q13, 1 Ub'qu't'nNafz'oKane la voie
E2L 3
IRAK1 Récepteur d’Interleukine-1 X028
associé a une kinase
IRF5 Interféron régulateur factor 5 7932
IRF7 Interféron régulateur facteur 7 11p15,5
IRF8 Interféron régulateur factor 8 16924, 1
Voie INF. de type 1
IFIH1 Interferon-induced helicase C 2024
domain containing protein 1
TYK2 Tyrosine kinase 2 19p13, 2
HLA-DRB1 HLA class Il histocom- 6p21, 3
patibility antigen Présentation antigénique
ITGAM Integrin alpha M 16pl1, 2
Apoptose
Fc,R Fc, receptors Multiple
ETS1 V-ETS avian erythroblastosis 11923, 3
virus E26 oncogene homolog 1
Développement
IKZF1 IKARQOS family zinc finger 1 7p12 lymphocytaire
BANK1 B-cell sca3 old protein with 4022-924
ankyrin repeats 1
BLK B lymphoide tyrosine kinase 8p23-p22
Signalisation et activation
LYN V-yes-1 Yamaguchi sarcoma 8913 lymphocytaire B
viral-related oncogéne
homolog
STAT4 Signal transducer and activator 2032, 2-q
of transcription 4 32,3 Signalisation et activation
TNFSF4 Tumor necrosis factor (ligand) 1925 des lymphocytaire T
superfamily member 4
PTPN22 Protéine tyrosine phosphatase 1p13 Signalisation et activation

non-receptor type 22

lymphocytaire T et B




Tableau 1V : Criteres de classification du SLICC pour le lupus systémique (Costedoat-
Chalumeau et al., 2014).

Critéres de classification du SLICC (Systemic Lupus International Collaborating
Clinics) pour le lupus systémique.

Criteres cliniques

1. Lupus cutané aigu (incluant au moins l’un des critéres suivants) :
Erythéme malaire (ne compte pas si lupus discoide)
Lupus bulleux
Nécrolyse toxique épidermique lupique
Eruption maculo-papuleuse lupique
Eruption lupique photosensible
en I’absence de dermatomyosite

OU Lupus cutané subaigu (lésions psoriasiformes ou polycycliques non indurées
résolutives sans cicatrices, ou parfois avec une dépigmentation post inflammatoire ou
des télangiectasies)
2. Lupus cutané chronique (incluant au moins I’un des critéres suivants) :
Lupus discoide classique
Localisé (au-dessus du cou)
généralisé (au-dessus et en dessous du cou)
Lupus hypertrophique ou verrugueux
Panniculite lupique ou lupus cutanéprofundus
Lupus chronique muqueux
Lupus tumidus
Lupus engelure
Forme frontiére lupus discoide / lichen plan
3. Ulceres buccaux
Palatins
bouche
langue
OU ulcérations nasales
en 1’absence d’autre cause telle que vascularite, maladie de Behc , et, infection
(herpes virus), maladie inflammatoire chronique intestinale, arthrite
réactionnelle, et aliments acides
4.  Alopécie non cicatricielle
(éclaircissement diffus de la chevelure ou fragilité
capillaire avec mise en évidence de cheveux cassés) en I’absence d’autres
causes comme une pelade, des médicaments, une carence martiale et une
alopécie androgénique
5. Synovite impliquant plus de deux articulations, caractérisée par un gonflement
ou un épanchement
OU Arthralgies de plus de 2 articulations avec dérouillage matinal de plus de
30 minutes
6.  Sérites
Pleurésie typique > 24 h
OU Epanchement pleural
OU Frottement pleural




Douleur péricardique typique (aggravée par le décubitus et améliorée en antéflexion) >
24 h
ou épanchement péricardique
ou frottement péricardique
ou signes électriques de péricardite en I’absence d’autre cause telle qu'une infection,
une insuffisance rénale ou un syndrome de Dressler
7. Atteinte rénale
Rapport protéinurie / créatinine urinaire (ou protéinurie des 24 h) représentant
une protéinurie > 500 mg/24 h (la bandelette urinaire est supprimée)
OU Cylindres hématiques
8.  Atteinte neurologique
Convulsions
Psychose
Mononévrite multiple en I’absence d’autre cause connue comme une
vascularite primitive
Myélite
Neuropathie périphérique ou atteinte des paires craniennes en 1’absence
d’autre cause connue comme une vascularite primitive, infection et diabéte
Syndrome confusionnel aigu en 1’absence d’autres causes (toxique,
métabolique, urémique, médicamenteuse. . .)
9. Anémie hémolytique
10. Leucopénie (<4000/mm3, un épisode suffit) en I’absence d’autre cause connue
(syndrome de Felty, médicaments, hypertension portale. . .)
OU Lymphopénie (< 1000/mma3 un épisode suffit) en I’absence d’autre cause
(corticothérapie, médicaments, infections. . .)
11. Thrombopénie (< 100 000/mm3 un épisode suffit) en I’absence d’autre cause
(médicaments, hypertension portale, PTT. . .)

Critéres immunologiques

1. Titre d’anticorps antinucléaires supérieurs a la norme du laboratoire
2. Anticorps anti-ADN natif supérieurs a la norme du laboratoire
(> 2 fois la dilution de référence si test ELISA)
3. Présence d’un anticorps dirigé contre l’antigéne Sm
4. Anticorps antiphospholipides positifs déterminés par :
Présence d’un anticoagulant circulant
Sérologie syphilitique faussement positive
Anticorps anticardiolipine (IgA, 1gG, or IgM) a un titre moyen ou fort
Anticorps anti-2-glycoprotéinel (IgA, IgG, or IgM)
5. Diminution du complément
C3 bas
C4 bas
CH50 bas
6. Test de Coombs direct positif (en I’absence d’anémie hémolytique)




Tableau V : Classification internationale de I’ISN/RPS des glomérulonéphrites lupiques

(Humbel et al., 2013).

Classification internationale de ’ISN/RPS des glomérulonéphrites lupiques.

Classe |

Glomérulonéphrite mésangiale a dep6ts minimes
Glomérule normal en microscopie optique, avec dépbts mésangiaux en
immunofluorescence.

Classe 11

Glomérulonéphrite proliférative mésangiale
Hypercellularité mésangiale pure ou expansion de la matrice mésangiale en
microscopie optique avec dépbts mesangiaux immuns. Quelques dépots
sous- épithéliaux ou sous- endothéliaux peuvent étre visibles en microscopie

électronique, mais pas en IF.

Classe 111

Glomérulonéphrite focale
Atteinte, active ou inactive, focale segmentaire ou globale, extracapillaire ou
endocapillaire typiqguement avec des dép6ts immuns sous- endothéliaux,
avec ou sans altérations mésangiales, touchant moins de 50 % des
glomérules.

Classe 111

(A)

Leésions actives : glomérulonéphrite focale proliférative.

Classe 111
(A/C)

Lésions actives et chroniques : glomérulonéphrite focale proliférative et
scléreuse.

Classe 111

©)

Lésions chroniques inactives avec cicatrice glomérulaire :
glomérulonéphrite focale scléreuse.

Classe IV

Glomeérulonéphrite diffuse

Glomérulonéphrite diffuse active ou inactive, segmentaire ou globale, endo

ou extracapillaire touchant > 50 % des glomérules avec dép6ts diffus
immuns subendothéliaux, avec ou sans altérations mésangiales. Cette classe

est divisée en :
— glomérulonéphrite diffuse segmentaire (IV- S) quand > 50 % des
glomérules touchés ont des lésions segmentaires ;

— glomérulonéphrite diffuse globale (IV- G) quand > 50 % des glomérules

touchés ont des lésions globales. Le terme segmentaire (S) définit des Iésions
glomérulaires qui intéressent moins de la moitié du flocculus glomérulaire.

Cette classe inclut les cas avec des dépots de complexes immuns diffus en «

wire-loop » mais avec peu ou pas de prolifération glomérulaire.

Classe V-
S(A)

Lésions actives : glomérulonéphrite diffuse segmentaire proliférative.

Lésions actives : glomérulonéphrite diffuse globale proliférative.




Classe V-

G (A)
Classe V- Lésions actives et chroniques : glomérulonéphrite diffuse segmentaire
S (A/IC) proliférative et scléreuse.
Classe IV- Lésions actives et chroniques : glomeérulonéphrite diffuse globale
G (A/C) proliférative et scléreuse.
Classe IV- | Lésions inactives et chroniques cicatricielles : glomérulonéphrite diffuse
G (C) globale scléreuse.
Classe IV- | Lésions inactives et chroniques cicatricielles : glomérulonéphrite diffuse
S(C) segmentaire scléreuse.
Classe V Glomérulonéphrite extra membraneuse
Dépots sous- endothéliaux, globaux ou segmentaires, en microscopie optique
ou en immunofluorescence ou en microscopie électronique, avec ou sans
altérations mésangiales. Les dép6ts sous- épithéliaux doivent toucher plus de
50 % de la surface glomérulaire dans plus de 50 % des glomérules. La classe
V peut s’associer a une classe Il ou IV. La classe V peut comporter des
signes de sclérose avancée.
Casse VI

Sclérose glomérulaire avancee
90 % ou plus des glomérules sont globalement scléreux, sans activité
résiduelle
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