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Résumé

La Spondylarthrite Ankylosante (SPA) est le chef de file d’un groupe d’affections appelés
spondylarthropathies ayant plusieurs points communs et un méme terrain génétique de
susceptibilité représenté par 1’antigéne d’histocompatibilit¢ HLA-B27. Présent dans 90% des
cas, le HLA-B27 est un élément de diagnostique important dans la SPA. Plusieurs techniques
sont utilisées pour la recherche de ce marqueur. Dans ce présent travail, Nous avons évalué
une nouvelle technique de typage d’antigéne I'HLA-B27 a savoir la cytometrie en flux
(CMF). Pour cela sur 152 patients avec suspicion de SPA nous avons analysé un échantillon de
sang de chaque patient via la CMF pour le phénotypage a la surface des cellules
lymphocytaires de la molécule HLA-B27. Ces mémes échantillons ont été types pour la
recherche d’allele HLA B27 par PCR en temps réel. Au cours de cette étude, nous avons
valider les résultats obtenus par la technique CMF avec les résultats obtenus par la technique
RT-PCR qui est le gold standard (une référence) pour définir le statut d’un patient (sain ou
malade). Par ailleurs avec les résultats obtenus nous avons déterminé une médiane de 250
pour les valeurs médianes d’intensité de fluorescence ou MFI du marqueur HLA B27 pour
chaque patient. Ainsi, les résultats de la médiane des MIF des patients positifs a la présence
HLA-B27 par PCR en temps réel était significativement plus élevée que celle des patients
négatifs a I’absence HLA-B27 3300 vs 195. En effet, I’anticorps anti-HLAB27 utilise dans
notre test cytométrique peut donner des réactions croisées avec d’autres spécificités HLA
ayant une parenté antigénique avec l’antigéne HLAB27. Les patients porteurs de ces
spécificités peuvent donner des MFI proches de celles des patients HLAB27 positifs. Il existe
donc une zone grise dans laquelle peuvent chevaucher les MFI des « vrai » positifs (HLAB27)
et celles des faux positifs. Grace aux résultats de notre étude on a pu définir les bornes 1800 et
2500 comme valeurs médianes de fluorescence de la zone grise. La performance de notre
technique a été évaluer a partir de la courbe ROC déterminant ainsi que notre phynotypage
par CMF a une excellente sensibilité et spécificité pour la valeur dans le coin supérieur
gauche du graphique caractériser par un point 1800 qui présente la plus faible valeur des
médianes de fluorescence des échantillons connus positifs par RT-PCR ceci donc est le seuil
de positivité. Enfin les résultats obtenus dans notre étude ont une parfaite discrimination entre
malade et non malade.

Mots clés : Spondylarthrite Ankylosante, HLA-B 27, PCR-TR.
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Introduction

La spondylarthrite ankylosante (SPA) est un rhumatisme inflammatoire chronique atteignant
principalement le rachis et les articulations sacro-iliaques, mais qui peut également toucher les
articulations des membres. Des épisodes d'arthrites ainsi que des inflammations des tendons et
des ligaments peuvent également étre liés a cette pathologie, qui vont se manifester par des
douleurs avec raideurs de plusieurs articulations. (Dougados., 2005)

La maladie est chronique, évolutive et handicapante, atteigne les individus habituellement
jeunes dans 80% des cas, plutdt les hommes que les femmes. La SPA se manifeste dans 0,2%
de la population générale, cette prévalence de la SPA serait en étroite corrélation avec la
fréquence du HLA-B27 dans les différentes populations, ce qui se traduit au niveau mondial
par ’existence d’un gradient décroissant nord/sud. Quant a neuf patients sur 10 souffrant de
SPA portent le géne d'histocompatibilité HLA B27. (Astier et al, 2013 ; Claudepierre et al,
2009 ; Saraux et al,2000)

En effet, le dépistage HLA-B27 chez les patients atteints d'une SPA est associé a la
multiplicité des techniques du laboratoire biologique, chacune avec ses avantages et
inconvénients. L’¢étude du polymorphisme HLA est liée par deux approches, I’une est
sérologique qui détermine la présence de cette protéine ou antigene a la surface cellulaire ; et
I’autre est moléculaire et caractérisée par 1’étude génomique globale des exons. (Moalic.,
2008)

Cependant la détermination de I'HLA B27 par cytométrie a I’avantage d'étre objective,
guantitative et multiparamétrique des cellules en suspension, et qui nécessite moins de temps
par rapport aux autres techniques ; Mais elle dépend aussi de 1’expression de la molécule
recherché a la surface cellulaire et a la sensibilité aux changements conformationnels de
I’antigéne HLA-B27, qui sont a l'origine des ressemblances moléculaires avec d’autres
groupes HLA de classe | (Groupe B7 GREC). (Christine et al, 2014 ; Levering et al, 2003)

Du fait que les techniques de référence (technique de biologie moléculaire exp : la PCR-SSP ;
RT-PCR) utilisées pour le typage d’antigéne HLA-B27 ne sont pas adaptées a I’activité de
routine d’un laboratoire d’immunologie biologique. L’utilisation de la cytométrie en flux est
une alternative performante, mais elle implique une importante phase de validation propre a
chaque laboratoire (Monneret et al, 2000). Donc qu’elles sont les procédures a suivre pour
valider notre technique de la cytométrie en flux ?

La validation de cette technique est I'objectif de notre étude, qui consiste a phénotypée un
mélange hétérogene de populations cellulaires afin de quantifier 1’expression de I’antigeéne
HLA-B27 via I’intensité de fluorescence moyenne (MFI), et ensuite I'optimisation de la
technique par la détermination des seuils de positivité et de négativité éventuellement séparés
par une zone grise. D’autre part nous avons évaluer les performances du processus analytique
de cette technique.
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Bien que les systemes Antigénes du Leucocytes Humains HLA soient mieux connues pour
leur role dans la transplantation, du moins certaines sont aussi associées a des maladies
spécifiques. Faisant partie la molécule HLA-B27 qui est fortement associée a un certain
nombre de maladies rhumatismales, y compris la spondylarthrite ankylosante. (Seipp et al,
2005)

I. Systeme HLA

1.1 Génétique

La découverte du systeme HLA remonte en 1958 par Jean Dausset, les molécules HLA sont
des protéines de surface cellulaire résultant de I’expression des différents génes reunis sur un
segment chromosomique unique qui forme le Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH).
Chez ’homme le CMH est situé sur le bras court du chromosome 6 (6p22.1 a 6p21.3), une
région qui s'étale sur environ 3,6 méga bases. Cette région est composée d'environ 200 génes
dont 40 codent pour les antigénes tissulaires HLA de classe | et de classe Il. Ces molécules
sont importantes pour que les cellules du systéme immunitaire différencient le soi du non soi
et communiquent entre elles dans le but d’avoir une réponse immune contre les antigéenes
protéiques étrangers et dans I'élimination des cellules qui expriment a leur surface des
antigenes protéiques anormaux d'origine microbienne, tumorale ou allogénique. (Toussirot et
al, 2012 ; Semana., 2002 ; kuby., 2008)

De la région télomérique vers la région centromérique on trouve les genes HLA de classe I,
répartis en plusieurs groupes (A, B et C) dont HLA-B27 qui représente un variant allélique du
genes B, codent pour des antigénes présents sur toutes les cellules nucléées de I’organisme et
interviennent dans la présentation des peptides endogenes aux lymphocytes T CD8+. (kuby.,
2008)

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Shortarm Tet

Class Il Class Il Class |

| Il Bt 1 I

DP DM DbQ DR C4 C2Hsp70TNF 8 C E AGF

A

Figure 1. Cartographie des genes HLA sur le chromosome 6 humain (Moalic, 2008)

Les genes de classe | sont localisés en position télomérique avec les 3 principaux loci A, B, C. (Semana., 2002)

1.2 La structure biochimique du HLA-B27 et son fonctionnement

HLA-B27, comme toute molécule HLA de classe I, est un hétérodimere de nature protéique,
formé par 1’association non covalente d’une chaine lourde o de 45 kDa avec une chaine légére
B2-microglobuline (12kDa) codee par un gene situé sur le chromosomel5. L’interaction du

2
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peptide antigénique et de la 2-microglobuline (B2m) a la chaine lourde o est nécessaire pour
la stabilisation et I’expression de ces molécules a la surface cellulaire. (Kuby., 2008)

La structure tridimensionnelle de cette molécule révele que la chaine lourde compte une partie
intracytoplasmique, une partie transmembranaire et une partie extracellulaire organisée en 3
domaines externes (al, a2, a3). Une cavité de liaison au peptide (sillon) s’organise suite a
I’interaction des feuillets plissés B et des hélices o des domaines al et a2. Cette structure est
suffisamment large pour accueillir des peptides de 8 a 11 acides aminés, bien qu’il ait été
montré que le B27 peut présenter des peptides jusqu’a 33 acides aminés (Moalic., 2010). Les
domaines a3 et la B2m sont organisés en 2 feuillets plissés [ caracterisés par un repliement
immunoglobulinique. Les séquences d’acides aminés du domaine a3 sont conservés et
contiennent un site de liaison au corécepteur CD8 des lymphocytes T. (Abbas et al, 2009)

Les antigenes endogenes doivent acqueérir une forme pour se lier a la cavité (sillon) HLA.
Pour cela, I’antigéne protéique étrangere est clivé par le protéasome, puis transporté
activement sous forme de peptide a travers le réticulum endoplasmique avant de se fixer dans
les poches de A a F du sillon par I’intermédiaire des résidus d’ancrage de P1 a P9 spécifiques
au peptide. Ces étapes représentent le mécanisme d’apprétement antigénique. Du fait qu’il y a
une complémentarité entre la molécules HLA de classe | et le peptide constituent pour cela un
complexe reconnu au moyen de leurs résidus par le Récepteur des Cellules T (TCR) du
lymphocyte CD8+, le polymorphisme de ces résidus influent sur la capacité de liaison du
peptide ou modifient la reconnaissance par le TCR. (Abbas et al, 2009 ; Klein et sato, 2000)

Sillon de liaison
[ au peptide

n';icrog!obuline

C

Reégion

trans- = Pont disulfure
membranaire

Domaine Ig

£ [a

Figure 2. La structure protéique de HLA-classe | (Abbas et al, 2009 ; Klein et sato, 2000)

(a) schéma représente la chaine lourde « constituer des domaines (al, a2, a3), le sillon et la f2-m, (b) structures cristallines de la molécule
HLA, (c) représentation cristalline et schématique de la laison du peptide via ces ancrage dans les poches du sillon de A a F.

1.3 La nomenclature du systemes HLA

Le systtme de nomenclature HLA initialement basé sur la nomenclature sérologique qui

comporte le locus (HLA-B) suivi d’un numéro identifiant 1’antigéne (27, 51,...) a été
3
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complété par la nomenclature génétique qui définit les génes HLA et leurs diférents variants
alléliques. Selon la nomenclature HLA-B*27:05:02, on interprete que le locus est suivi d’un
astérisque (*) suivi de 3 champs séparés par le signe « : ».

» Le premier champ qui définit le groupe allélique (ex : HLA-B*27), est I’équivalent de
la définition sérologique.

> Le deuxieme champ désigne les mutations de type faux sens dans les régions codantes
du gene (HLA-B*27:05). Donc chaque allele code une protéine différente.

» Le troisitme champ désigne les mutations synonymes dans les régions
codantes.(Antony., 2016).

1.4 Caractéristiques du systeme HLA

L’étude du CMH de centaines d’individus différents a fait découvrir son extréme
polymorphisme qui désigne les différences entre deux étres d’une méme espéce, chez qui un
phénotype, ou caractere est présent sous au moins deux forme (alléles). Ce polymorphisme est
da a P’apparition de mutation génétique au cours de I’évolution, et peut étre expliqué par
I’existence de nombreux alléles qui définissent le caractére unique de chaque individu.
(Jacques et al, 2014)

L’existence d’un systtme immunogénétique trés polymorphe et aux fonctions immunitaires
primordiales dans I’initiation et le contréle de la réponse immune, a encouragé trés tot des
travaux de recherche de susceptibilité a certaines pathologies. L’exemple rapportée en 1973
de I’association la plus ancienne et I’une des plus fortes entre HLA-B27 et la spondylarthrite
ankylosante. (Cesbron Gautier., 2007)

1.4.1 Polymorphisme du HLA

Le polymorphisme génétique multiallélique : il existe dans l'espéce humaine un trés grand
nombre d’alleles pour chaque gene HLA classique (plusieurs centaines pour la plupart d’entre
eux: ce sont les genes les plus polymorphes de I’espece humaine).

Chague individu est hétérozygote pour la plupart de ses genes HLA de classe | et de classe II,
et n'exprime qu'un ou deux des alleles de chaque gene présent dans I'espéce humaine. Cette
caractéristique rend chaque individu quasiment unique.

Le polymorphisme de la protéine correspondante (allotype HLA) : chaque alléle code pour
une protéine caractérisée par un ou plusieurs acides aminés (variants) comparée aux protéines
codées par d’autres all¢les. (Bahram et al, 2013)

1.4.2 Le polymorphisme d’un locus B du HLA-B27

On compte jusqu’a 4242 all¢les du locus B codant pour 3131 protéines diférentes, le locus a
partire duquel HLA*B27 inclut 188 alleles qui codent pour 147 protéines différentes (HLA-
B27:01 a HLA-B27:147), (Antony., 2016) résultant principalement des variations
nucléotidiques des exons 2 et 3 qui codent pour les domaines al et a2 du fonctionnement de
la protéine (antigene tissulaitre HLA-B27). (Moalic., 2008)

Ces alleles se distribuent difféeremment selon les régions géographiques, certains sont tres
fréquents, tel que 1’alléle ancestral HLA-B*27:05 duquel tous les autres alleles proviennent
par mutation et présentent en commun la meme poche B (de la structre protéique HLA-B27).

4
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Mais d’autres semblent présenter des modifications structurales au niveau de la poche F des
variants B*27:06 et B*27:09, qui leurs conférent un risque moindre de présenter la maladie de
la spondylarthrite ankylosante. (Végvari., 2009 ; Bowness., 2015 ; Moalic., 2010)

I1. La spondylarthrite ankylosante (SPA)
11.1 Définition

Le mot spondylarthrite est dérivé des mots grecs spondylos (vertebre) et artron (articulation),
avec un suffixe ite qui signifie inflammation. Le nom Suggere donc qu’il s’agit d’un
rhumatisme inflammatoire touchant essentiellement la colonne vertébrale (au niveau du
rachis). Le terme ankylosante, lui fait référence a une complication qui survient au bout de
plusieurs années d’évolution de la maladie. Elle s’explique par un fusionnement des zones de
contact entre les os, rendant ces derniers trés rigides, en particulier ceux des articulations
rachidiennes et ceux qui sont entre le sarcome et I’0s iliaque (sacro-iliaque), d’ou I’ankylose.
(Asim khan., 2002 ; Braem et Lories, 2011)

11.2 Epidémiologie

La spondylarthrite ankylosante se produit dans 0,2% de la population générale, elle atteint les
deux sexes, mais elle est plus fréquente chez I’homme. Elle s’interpréte par un sexratio moyen
de deux a trois hommes pour une femme atteinte conformément aux études récentes. Cette
pathologie peut survenir a tout age, mais pour 80% des cas environ elle se manifeste chez
’adulte jeune, entre 18-30 ans. Notons ainsi I’existence des formes a début plus précoce (SA
juvénile) a 15 % et plus tardif, avec 5% des cas aprés 1’age 45 ans. (Claudepierre et al,
2009 ; Saraux et al, 2000 ; Tae-Jong Kim et Tae-Hwan, 2010)

La prévalence de la SA serait en étroite corrélation avec la fréquence du HLA-B27 dans les
différentes populations, ce qui se traduit au niveau mondial par I’existence d’un gradien
décroissant nord/sud. (Astier et al, 2013)

11.3 Diagnostic SPA

La spondylarthrite ankylosante évolue sous la forme de poussées douloureuses interrompues
par des périodes ou les symptdmes sont absents ou tout au moins, moins prononcés. Donc
pour poser le diagnostic, on dispose d’une part de I’imagerie et d’autre part des examens
biologiques. Cependant tant que les manifestations radiologiques ne sont pas apparues dans le
cas d’une SPA il est alors utile, de rechercher la présence du géne HLA B27 adapté par les
criteres de diagnostic d’Amor, ESSG (European Spondyloarthropathy Study Group) et
d’Assessment in Spondyloarthritis International Society. (Wendling, Racadot., 2006)

La recherche HLA-B27 ne doit pas étre systématique. Cet examen n’apporte rien quand le

diagnostic clinique est évident et n’a pas de valeur pronostique en termes de sévérité ou
d’évolution de la maladie. (Labalette, Béné et al, 2014)

En aucun cas la présence de HLA- B27 ne permet a elle seule de poser le diagnostic de SPA,
ni de prédire le risque de survenue de la maladie chez un sujet sain. Une fois réalisé, il ne doit
pas étre répété. Enfin, I’absence de HLA-B27 n’exclut pas le diagnostic de SA. (Labalette,
Béné et al, 2014)
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I11. Role HLA-B27 dans la survenue SPA

La SA est un exemple parfait de maladie multifactorielle. En effet, de nombreux facteurs
semblent impliqués, ce qui rend difficile la compréhension de sa physiopathologie. Plusieurs
hypothéses ont été émises pour tenter d’expliquer son déclenchement et sa progression. Si
I’influence des facteurs génétiques, et notamment du HLA-B27, semblent indiscutables,
d’autres facteurs, environnementaux (stress mécanique, infection bactérienne...), seraient
nécessaires pour 1’apparition de la maladie. (Astier., 2013)

I11.1 Les facteurs de risques de SPA

111.1.1 La présentation d’un peptide arthritogeéne par le HLA-B27

L’une des caractéristiques spécifiques retrouvée pour les alléles associés aux SPA est la
présence d’acide glutamique en position 45 et de cystéine en position 67 dans la poche B de la
molécule HLA-B27, perturbant ainsi sa fonction normale. Des théories fonctionnelles ont
donc émergé, basées sur cette composition en acides aminés de la poche B qui confere une
sélection et une spécificité pour la liaison de peptides comportant une chaine latérale
d’arginine, a I’origine de la théorie du peptide arthritogénique. (Aniko Végvari et al, 2009)

111.1.2 Anomalies de repliement du HLA-B27

La caractéristique de la poche B provoque des anomalies de repliement (misfolding) des
HLA-B27, soit par un repliement ralenti lors de son assemblage, soit par la présence de ponts
bisulfures entre deux cystéines en position 67 des chaines lourdes o formant des
homodimeres. Ces malformations protéiques ont tendance a s’accumuler, placant les cellules
dans une situation de stress du réticulum endoplasmique soumis a une réponse Unfolded
Protein Response (UPR), qui a pour but d’augmenter les capacités d’¢liminer ces protéines ou
de leur conférer une structure spatiale correcte via les protéines chaperonnes Immunoglobine
Binding Protein (BIP). Par contre, ce stress participe a I’activation du facteur de transcription
NF-kB de 1’une des voies de synthése des cytokines pro-inflammatoires, augmentant pour
cela la réponse inflammatoire. (Miceli-Richard., 2010 ; Moalic., 2010 ; Pham., 2008)

Les données actuelles convergent vers I’importance du misfolding du B27 dans la genése
d’une réponse inflammatoire, au détriment des autres hypotheses qui n’ont jamais réellement
fait leurs preuves, comme par exemple le mimétisme moléculaire (homologie de séquence)
entre HLA B27 et certaines peptides bactériens (Klebsiella pneumoniae). (Toussirot., 2012)
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Figure 3. Les hypotheses expliquant le réle pathogéne de HLA-B27 dans la spondylarthrite
(Bowness., 2015)

111.2 La physiopathologie de la SPA

La maladie s’exprime par une persistance a la fois de I’inflammation (processus d’érosion
0sseuse) et sa progression structurale par une production de nouveau cartilage et os (processus
de cicatrisation). (Braem, Lories., 2011 ; wendling et al, 2008)

C’est au niveau de I’enthése que le processus inflammatoire aura lieu. On essaye d’assembler
les différentes theories discutées auparavant sur les facteurs déclenchant 1’affection, nous
parviendrons a débattre sur 1’existence des réactions de reconnaissance mettent un point
commun sur la stimulation des voies de signalisation intracellulaires des cellules
Présentatrices d’Antigénes (CPA) pour la production des médiateurs inflammatoires TGF 3,
TNF-a et les interleukines c’est ainsi que 1’inflammation apparu.

Le processus d’érosion osseuse s’effectuer par la présence 11-17 et TNF-a qui agissent sur les
monocytes, macrophages et chondrocytes pour la synthese des metalloprotéinases (MPP) et
des monoxydes d’azotes (NO) contribuent a la destruction articulaire. Une ostéoclastogenése
est ainsi induite par I’adhérence des ostéoclastes a 1’os sécrétant des acides décalcifiant 1’os
puis des enzymes qui vont digérer le collagéne de 1’os.

L’environnement inflammatoire est réduit a la suite des remodelage osseux par les
ostéoblastes c’est ostéoclastogenése. Ce processus est expliqué par la synthése des signaux
moléculaires (prostaglandine, BMPs, WNT), interviennent dans la régulation et la
différenciation des ostéoblastes qui libérent au fond de la lacune de résorption de microfibrille
de collagéne ainsi la phosphatase alcaline enzyme fondamentale impliquer dans la
minéralisation de la matrice osseuse. (Astier et al, 2013)

Enfin les facteurs déclenchant I’inflammation et sa persistance jouent un role au déséquilibre
de la balance ostéoclastogenése et ostéoformation qui a ce jour reste une énigme pour la
physiopathologie SA.
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Figure 4. Physiopathologie de la spondylarthrite ankylosante mécanismes inflammatoires et
érosion osseuse (Astier et al, 2013)
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IV. La recherche d’antigéne HLA-B27

En biologie cellulaire le phénotypage, c’est la présence ou 1’absence de l'antigene HLA-B27 a
la surface des lymphocytes du sang périphérique déterminée a l'aide d'un anticorps
monoclonal via les techniques de la microlymphocytotoxicité et la cytométrie en flux. Et le
typage, c’est la présence ou 1’absence de I'allele HLA-B27 qui nous permet de définir des
alleles spécifiques et de déterminer le type HLA d'une personne, par biologie moléculaires
utilisant la réaction de PCR. A partir de cette méthode de base, différentes variantes de la
PCR ont été développées citons La réaction en chaine par polymérase en temps réel PCR-TR
utiliser comme techniques de référence dans notre étude. (Labalette, Béné et al, 2014)

IV.1 Le typage HLA*B27 par PCR-TR

IV.1.1 La réaction en chaine par polymérase (PCR)

Depuis son invention, la Réaction en Chaine par Polymérase (PCR) est devenue la technique
la plus utilisée pour la détection de I’ADN et de ’ARN. A partir d’une simple copie d’une
séquence particuliére d’acides nucléiques, cette sequence peut étre specifiquement amplifiée
et détectee. (Poitras et Houde, 2002)

Elle se décompose en trois étapes : une étape de dénaturation de ’ADN, une étape
d’hybridation avec des amorces et une étape d’élongation par I’ADN polymérase en présence
de bases nucleotidiques ou désoxyribonucleotides triphosphate (dNTP). Les produits de
chaque cycle de synthese servent de matrice pour les cycles suivants, ainsi une amplification

8



Chapitre | La recherche bibliographique

exponentielle de I’ADN est réalisée Les produits PCR seront détectés aprés incubation en
présence de sondes oligonucléotidiques marquées qui se fixent a différentes positions
polymorphes spécifiques pour un allele ou un groupe allélique. (Moalic., 2008)

3 5
5 3
1- Dénaturation des 2 brins
d’ADN a 94°C
3 5 2- Hybridation des amorces
5. 3 3'
3. - 5.
5 3
3 5 3- Elongation par la
L —— 3 Taq Polymérase
o G 5 et synthése d'un
g 3 nouveau brin

Figure 5. Les principales étapes de la réaction de PCR (Moalic., 2008)
IV.1.2 PCR-TR

La technique repose sur la détection et la quantification d’un émetteur fluorescent pendant le
processus d’amplification et I’augmentation du signal d’émission fluorescente est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons produits durant la réaction. La PCR en temps réel
fait donc le suivi de la fluorescence émise pendant la réaction avec un indicateur de la
production des amplicons durant chaque cycle. (Poitras et Houde, 2002)

Notre technique de référence est basée sur la technologie d’hydrolyse de sondes (Tagman
assay) pour la détection quantitative des amplicons.
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Figure 6. Hydrolyse de sondes (Hydrolysis probes: Tagman assay) (Poitras et Houde,
2002)

(a) Durant I’étape de dénaturation, la sonde est libre en solution. (b) A la température d’appariement, la sonde
et les amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la proximité des fluorochromes permet
Uinhibition de la fluorescence. La polymérisation débute. (c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le
fluorochrome émetteur est libéré de [’environnement du suppresseur permettant ainsi [’émission de la

fluorescence. (Poitras et Houde, 2002)

Au début de la réaction PCR, les réactifs sont en excés mais en concentration assez faible afin
d’éviter que la renaturation des amplicons n’entre en compétition avec I’hybridation des
amorces (primers). L’amplification est alors réalisée de fagon constante & un taux exponentiel
a ’aide d’une ADN polymérase thermostable. Apres la phase exponentielle, la réaction
d’amplification entre dans une phase linéaire ou le taux d’amplification devient extrémement
variable, méme au niveau de replica d’'un méme échantillon, a cause d’une compétition entre
la renaturation des amplicons et I’hybridation des amorces. Suit ensuite une phase plateau ou
le taux d’amplification décroit a pres de zéro générant trés peu d’amplicons. Afin de recueillir
des données quantitatives avec précision, chacun des échantillons doit étre analysé dans sa
phase exponentielle d’amplification qui est la phase la plus reproductible de la réaction de
PCR. La PCR en temps reéel fait donc le suivi de la fluorescence émise pendant la réaction
avec un indicateur de la production des amplicons durant chaque cycle, a ’opposé de la PCR
quantitative conventionnelle ou les amplicons ne sont détectés qu’a la toute fin du processus.
(Poitras et Houde, 2002)

10
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Figure 7. Modge¢le graphique de la PCR en temps réel ou I’intensité de la fluorescence est
exprimée en fonction du nombre de cycles. (Poitras et Houde, 2002)

L’intensité de la fluorescence a chaque cycle est proportionnelle a la concentration d’amplicons, le cycle seuil
(Ct) représente le nombre de cycles requis ou le signal d’émission de fluorescence est statistiquement et

significativement plus élevé que la ligne de base. (Poitras et Houde, 2002)

V.2 Le phénotypage HLA-B27 par cytométrie en flux

La cytométrie a pour la signification Cyto (cellule) et Métrie (mesure) qui permet la mesure
des propriétés d’une population cellulaire. (Terra, 2012) Cette technique est révolutionnaire
car elle permet une mesure individuelle des caractéristiques physiques et biologiques des
cellules ou des particules. En utilisant la fluorescence, les systemes fluidiques, optiques et
informatique rendent possible le traitement simultané de 4, 8, 16, 30 voire 50 paramétres
différents, mais aussi elle permet une analyse objective, quantitative et multiparamétrique des
cellules en suspension. (Christine et al, 2014 ; Portales., 2013)

Le principe fondamental de la cytométrie en flux est basé sur le défilement d’un flux de
cellules une a une devant la source lumineuse ce passage constitue le point d’intersection ou
d’interrogation et depuis ce point, différents canaux optiques (signaux lumineux) sont
génerés, séparés et focalisés par les filtres et les miroirs pour étre acheminés vers les
photodétecteurs et transformés en signaux électriques, amplifiés et digitalisés une valeur
codée en bits est utilisable par le systeme informatique. (Leach et al, 2013)

11
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IV.2.1 Le fonctionnement du cytometre en flux

Une fois les cellules marquées et injectées dans I’appareil, deux événements se produisent
lorsqu’elles atteignent le point d’intersection (point d’interrogation) du faisceau laser.

Premier événement : concerne la collecte des propriétés physiques de la cellule sans
I’intervention de réactifs exogenes. En effet, une fois que la cellule coupe le rayon laser, la
lumiere est diffractée. L'intensité de la lumiére diffractée dans l'axe (angle < 10°), est
proportionnelle a la taille de la cellule pour le paramétre Forward Light Scatter (FSC)ce
signale sera capté et traité par le photodiode ; celle réfractée a 90° est représentative de son
contenu cytoplasmique (complexité interne ou granulosité) pour le parametre Side Scatter
(SSC). (Terra., 2012)

Deuxieme événement : implique des réactifs exogenes tels que des anticorps couplés a des
fluorochromes (ex. marqueurs du typage HLA-B27) ou des réactifs avec des propriétés de
fluorescence. La diffusion de ces sighaux avec ceux du parametre SSC du premier événement
est orientée selon les différentes longueurs d’ondes et traitée par différents
photomultiplicateurs (PMT). (Terra., 2012 ; Marie et al, 2013)

Ces fluorochromes absorbent I’énergie lumineuse et réémettent une lumiére avec une énergie
plus faible mais une longueur d’onde plus élevée que leur longueur d’onde d’absorption.
Grace a cette fluorescence on pourra alors déterminer d’une part si le marqueur recherché est
positif (la majorité des cellules I’exprime), partiellement positif (moins que la moitié des
cellules I’exprime) ou négatif (aucune ou trés peu de cellules I’exprime). D’autre part, on
pourra déterminer dans le cas des cellules positives si I’antigéne est fortement ou faiblement
exprimé puisque I’intensité de fluorescence est proportionnelle a la densité antigénique a la
surface ou a I’intérieur des cellules. (Terra., 2012)
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fonctionnement
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IV.2.2 Les applications de la CMF en immunologie

La cytométrie en flux (CMF) est utilisée dans le diagnostic des syndromes lymphoprolifératifs
et permet l'identification de la lignée en cause (lymphocytes B ou T/NK) ce qui rend
I’approche diagnostique trés précise. Elle est de plus en plus utilisée dans le cas du myélome
multiple pour émettre ou confirmer un diagnostic et évaluer la réponse thérapeutique. Elle
représente en revanche, dans I'Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne (HPN), la seule
technique qui permet & ce jour son diagnostic biologique. (Terra., 2012)

En immunologie clinique, La recherche est confrontée a la diversité et la complexité des
différents parametres cellulaires et moléculaires constituant le systtme immunitaire. La CMF
est capable donc de lui permettre une étude de cette polyvalence.

En effet, elle permet une analyse quantitative tres précise de la concentration des évenements
analysés et de la densité de la molécule cible a la surface cellulaire, ainsi que le nombre
d’¢éléments analysés. Son analyse multiparamétrique offre la possibilité de travailler
simultanément sur plusieurs parametres cellulaires, et géneére des données statistiques
individuelles pour chaque population. Grace a la sensibilité de détection, elle peut comparer le
signal émis par la cellule en présence d’un marqueur spécifique au bruit de fond émis par les
cellules seules ou incubées avec un marqueur non spécifique. Sa rapidité repose sur une
moyenne d’analyse de 1000 cellules par seconde. Elle comporte un processus de tri
cellulaires qui a pour but de définir des sous-populations de la population globale : la veine
liquide est chargée électriquement, puis fractionnée en une succession de gouttelettes déviées
en passant dans un champ électrostatique et récupérées dans un récipient collecteur. Les
critéres de tri sont déterminés par 1’utilisateur. Plusieurs concepts concernant les fonctions
cellulaires sont clarifiés, par exemple la production de cytokines, 1’apoptose, la phagocytose,
la dégranulation des basophiles et I’analyse du cycle cellulaire et dans la réalisation des
analyses antigéniques et fonctionnelles sur différents types de cellules eucaryotes et procaryotes.
(Leopold., 2011)

Cette technique a 1’avantage de nécessiter moins de temps par rapport aux autres techniques,
mais elle est sensible a des changement conformationnels de 1’antigéne HLA-B27 qui offrent
des similitudes moléculaires avec d’autres groupes HLA de classe I le B7 CREG (Cross
Reactive Group), comprenant B13, B22, B27, B40, B41l, B42, B47. Pendant le test, les
anticorps monoclonaux réagissent de maniére croisée avec ces déterminants antigéniques et
ces réactions croisées influent sur la fiabilité des résultats lors du dépistage HLA-B27 par
cette technique contribuant ainsi a I’objectif de notre étude détaillées dans la partie II.
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Chapitre Il Matériels et méthodes

Le stage de fin d’¢tudes que j’ai effectué au sien du service d’immunologie du centre
hospitalo-universitaire Beni messous, m’a permis d’acquérir des connaissances pratiques. J’ai
eu en effet opportunité de réaliser, avec 1’aide des biologistes et des immunologistes une
étude de validation de 1’une des techniques de biologie cellulaire basée sur le principe de la
CMF. Les résultats de cette étude ont permis d’évaluer les performances du processus
analytique de cette technique.

I. Matériels et méthodes
1.1 Matériels biologique
1.1.1 Population d’étude

Afin d’atteindre nos objectifs nous avons réalisé un travail de collaboration avec le laboratoire
d’histocompatibilité et d’immunogénétique du département d’immunologie de I’Instituts
Pasteur d’Algérie (IPA) qui nous a fourni les échantillons de sang total (sur EDTA) de 152
patients avec une suspicion de SA. Ces patients ont été typés pour le HLA B27 par PCR en
temps réel que nous avions utilisés comme technique de référence. Ces mémes échantillons
ont été phénotypés pour le HLA B27 sous moins de 48 heures au niveau de l’unité
d’immunologie cellulaire du service d’immunologie du CHU Beni Messous par cytométrie en
flux.

1.1.2 Prélévements

Pour chague patient un préléevement veineux sur deux tubes EDTA a été effectué. Le premier
a été utilisé pour le typage par PCR en temps réel tandis que le deuxiéme a servi pour la
détermination par cytométrie en flux. Les tubes dédiés a la biologie moléculaire étaient
congelés a -20°c avant leur utilisation alors que ceux utilisés en cytométrie étaient conservés a
température ambiante (position allongée) et analysés dans un déelai maximum de 48 heures.

1.2 Méthodes

1.2.1 Phénotypage HLAB27 par cytométrie en flux

1.2.1.1 Principe

Le principe de cette technique est basé sur la recherche de I’antigéne HLAB27 a la surface
des lymphocytes T (CD3+) en utilisant des anticorps monoclonaux anti-CD3 permettant de
cibler les lymphocytes T (anticorps de "gating” ou de fenétrage) et des anticorps anti-
HLAB27 qui permettent d’apprécier 1’expression de la HLAB27 a la surface de ces derniers.
Aprés une étape de préparation de 1’échantillon, qui consiste a obtenir une suspension de
cellules sanguines marquées par des anticorps monoclonaux, les cellules sont analysées une a
une par un cytométre en flux qui détermine leur taille et structure interne (ce qui permet de
distinguer les lymphocytes des granulocytes et des monocytes) ainsi que I’intensité
d’expression des différents fluorochromes. Les moyennes/médianes d’intensité de
fluorescence du FITC, fluorochome couplé a I’anticorps anti-HLAB27, sont calculées pour
chaque patient grace au software d’acquisition de données qui pilote le cytometre.
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1.1.1.2 Mode opératoire
a. Préparation de I’échantillon

« Le marquage

Une prise de 50 ul du sang total est déposée au fond d’un tube spécialement dédié¢ a la CMF
puis additionnée de 2,5 ul d’un mélange de deux anticorps monoclonaux marqués par des
fluorochromes : anti-CD3 marqué au PE (pour le ciblage des lymphocytes T) et anti-HLAB27
marqué au FITC (firme : BD™ biosciences, USA). Le volume d’anticorps recommandé par le
fabricant (BD™ biosciences) est de 30 ul mais nous avons mis au point un test « maison »
dans lequel la quantité d’anticorps utilisée est divisée par dix.

La combinaison des volumes appropriés (sang et réactifs) doit étre agitée au vortex et incubée
20 minutes a 1’abri de la lumiére qui permet la fixation des anticorps de manicre spécifique
sur leurs cibles antigéniques.

>

Pipette } i vortexer
& &

4 /|
‘ Déposer ‘ Déposer
'Tube BD ' '
Bien mélanger le sang 50ul du sang total 50ul du sang total avec 2ul du réactif a l'obscurité pendant 20

mn

Figure 9. Schéma récapitulatif pour I’étape du marquage

< Lalyse

La détection des lymphocytes dans le sang périphérique dépend de 1’élimination des cellules
interférentes par la méthode de sang total lysé qui est moins susceptible de montrer une perte
de sous populations lymphocytaires et peut aider a améliorer la reproductibilité de I’analyse.

On prépare le concentré de la solution (BD FACS Lysing Solution) par le diluée 10X avec
I’eau désionisée. Un volume de 2 ml de cette solution est ajouté aux tubes de nos échantillons
ce qui permet de lyser les érythrocytes dans des conditions hypotoniques favorables tout en
préservant les leucocytes. Les tubes sont ensuite bien agités au vortex et incubés a I’abri de la
lumiere pendant 10 mn, une centrifugation de 5 mn a 0,5 RCF (Force Centrifuge Relative) est
ensuite realisee pour séparer les différents composants du fluide pour qu’ensuite en récupérer
le précipité des leucocytes et éliminer le surnageant des érythrocytes lysés.
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i Centrifugation
&

/ VR

/-
'
Ajouté 2ml de solution de lyse et incubé (5mn ; 0,5 RCF) vidé le surnageant le culot obtenu

Figure 10. Schéma récapitulatif de 1’étape de la lyse

Afin que les cellules puissent étre acquises dans le cytometre en flux, le contenu des tubes
aprés la lyse des globules rouge (le surnageant) est vidé d’un geste brusque et le culot
(globules blancs marqués) resuspendu dans 500ul du Tampon Phosphate Salin (PBS) de ce
fait les cellules sont maintenues dans les conditions salines physiologiques, ce qui permet
d’éviter I’agrégation des protéines et des anticorps sous 1’effet des forces électrostatiques.

b. Acquisition des données

Les tubes contenant les suspensions cellulaires marqués sont ensuite passés au cytometre (BD
FACSCanto II 8 couleurs, BD Biosciences, USA). L’instrument a été optimisé pour mesurer
jusqu’a 8 paramétres de fluorescences (cytométre a 8 couleurs) ainsi que 2 parametres
physiques de la cellule (FSC et SSC), au moyen de ces trois lasers bleu (488nm), rouge
(633nm) et violet (405nm) et ces systemes fluidiques, électroniques et informatiques.
(Figure.11)

Laser Fluorescence Longueur

Fluorochromes

d'exitation émise d'onde
FITC Bleu Vert 519
PE Bleu Jaune 578
APC
PE-CY TM 5
PERCP
PERCP-CYTM 5.5
PE-CYTM 7
APC-CY7

Tableau 1 : Les bandes spéctrales des principeaux flurochromes utilisées en CMF

Un minimum de 10 000 lymphocytes T CD3+ a été analysé ou « acquis » pour chaque
échantillon. Ces derniers interagissent avec le rayonnement d’un laser a argon émettant a 488
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nm et grace aux phénomeénes des diffusions lumineux ces lymphocytes sont repérés suivant
leurs caractéristiques morphologiques (Taille et structures), qui sont déterminés sur un dot-
plot biparamétrique FSC/SSC. (Figure.12-a)

Par ailleurs, les émissions des fluorescences du FITC et du PE mesurées a 525 et 575 nm
respectivement déterminent aux lymphocytes T CD3+ leurs caractéristiques d’exprimer des
molécules de surface cellulaire spécifique du cluster de différenciation CD3 ainsi que la
présence de la molécule HLAB27, tandis que 1’absence de celle-ci détermine un marquage
négatif donc une absence d’émission du FITC.

En fonction de ces signaux lumineux, qui sont traités et transformeés en signaux électroniques
puis digitaux par les systémes eélectroniques et informatiques, plusieurs profiles de
diagrammes sont généres (Figure. 12-b, ¢, d) ainsi que des mesures quantitatives obtenues
gréce aux logiciels analytiques qui offrent pour cela les pourcentages de chaque population
présente et des mesures telles que la moyenne et la médiane d'Intensité Moyenne de la
Fluorescence (IMF). (Figure. 12-¢, f)

ﬂ—-.\»‘e 6 ‘

Air
pression)

" Tampon
Déchi

' Echantillon

Figure 11. Schéma présente 1’acquisition des lymphocytes par le systeme fluidique a gauche
et leurs traitements par le systéme électroniques a droite

On note qu’avant que I’échantillon n’entre dans la chambre d’écoulement, les cellules se
déplacent de maniere aléatoire et désorganisée dans la suspension. Grace au systeme fluidique
du cytometre de flux ces problémes sont traités en utilisant la mise au point hydrodynamique.
En d’autres termes le systeme utilise un liquide (hydro) pour forcer les cellules a se déplacer
une & une devant la source excitatrice constituant la zone d’interrogation. Les cellules qui
traversent un cytometre passe tres peu de temp dans la zone d’éclairage. Etant donné une
vitesse de flux de 20 metre par seconde, un faisceau de 20 micrométre et une cellule de 15
micrometre, la cellule est éclairée pour seulement 0,015 microseconde. (Bushnell., 2015)

L’analyse des données de CMF repose fondamentalement sur le principe du gating défini par
un processus qui consiste a sélectionner une zone sur le diagramme de dispersion généré lors
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de I’expérience de flux qui décide quelles cellules poursuivent leurs analyses avec celles qui
doivent étre éliminées de 1’analyse. La dispersion anarchique caractérise les débris cellulaires
et les cellules mortes qui ont souvent une faible diffusions FSC avec des diffusions SSC plus
élevées que les cellules vivantes, ces derniers sont situés a 1’extérieure de la grille du gating ce
qui exclut leurs analyses tandis que les cellules qui sont maintenues a I’intérieure de la grille
du gating sont déterminées selon les contrdles effectués dans 1’expérience analytique et aux
connaissances de la biologie et par 1’agrégat des populations qui caractérise la dispersion de
ces cellules. (Bushnell., 2015)
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Figure 12. Représentation des résultats obtenues par CMF

On note qu’en fonction des parametres de diffusions taille FCS et structure SSC des cellules
on distingue 3 populations différentes dans le diagramme dot-blot (a), et via les parametres
des diffusions de fluorescence, on distingue la population lymphocytaire marquée qui est
représenté dans les diagrammes (b et ¢). Pour ’histogramme (c) divisé en quatre quadrants,
nous permet d’avoir des combinaisons possibles grace au présence ou absence du complexe
antigene-anticorps, distinguant ainsi les cellules uniques positives pour chaque marqueur ou
double négatif ou double positif pour les 2 marqueurs.

25



Matériels et méthodes

Chapitre Il
Lyrn TCD3
2 Lym TCD3
- HLABZ? ]
4 2] HLABZY
2] o]
T .
{3 g Bl
%5
o]
|||”|||n|||||2 T T TTTI T ||||||||‘ T |||||1|]s T D' I e A M .
& HLaba7 FTca " I 0 10 0®
- HLAB27 FITC-A
HLABZ7 FITC-A HLABZ7 FITC-A HLAB27 FITC-A HLAB27 FITC-A
Mean Median Mean Median
126 118 7,556 6,955
Figure 13. Représentation des résultats des patients positif ou négatif obtenues
par CMF

On note qu’en fonction de la quantité d’événements des cellules lymphocytaires la valeur
relative d’intensité de fluorescence présenté sur le diagramme mono-paramétrique varie entre
0 et 10”3 nm sur I’axe des abscisses et plus elle se déplace vers la droite plus le marquage est
intense, ceci permet d’affirmer que le marquage des cellules lymphocytaires par HLA-B27 est

positif.

c. Principe de compensation de fluorescence

Les chevauchements des spectres d’émission des divers fluorochromes utilisés simultanément
en cytométrie nécessitent ’emploi de compensations électroniques de fluorescence afin de
soustraire la superposition des 2 signaux de fluorescence. Sans compensation de fluorescence,
une population cellulaire marquée en fluorescence verte (FITC) mais pas en orange (PE) par
exemple, est positionnée sur la bissectrice de I’histogramme biparamétrique des 2
fluorescences. Le systeme de compensation permet de soustraire artificiellement et
électroniquement la fluorescence orange parasite qui résulte de la fuite de fluorescence du

FITC. (Leach et al, 2013)

488 nm

I | Spectral overlap

Fluorescence intensity

Wavelength

Figure 14. Chevauchement spectrale (Leach et al, 2013)
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d. Intensité de fluorescence

La cytométrie en flux est avant tout une technique qualitative qui permet d’objectiver la
présence d’un antigéne donné (ex HLAB27) sur une population donnée.

o
e
e °
@ e
Incubation lavage

Intensité de fluorescence émise
selon quantité de sites de fixation
FITC FITC

FITC
FITC
FITC FITC
FITC
FITC FITC
Nombre d'événements

Intensité de fluorescence

=

Figure 15. Schéma explique la notion d’intensité de fluorescence

Il n’en demeure pas moins que le CMF peut, grace au calcul de I’Intensité de Fluorescence
Moyenne (IMF) de I’antigéne en question, apprécier son intensité d’expression sur la
population étudiée, ce qui est d’une importance capitale étant donné que I’IMF peut distinguer
un vrai positif (expression de 1’antigéne en question) d’un faux positif (auto-florescence ou
réaction croisée). (Leach et al, 2013)

1.3 Etude statistique

L’objectif du diagnostic via CMF sur 152 patients avec une suspicion de SA est de déterminer
précisément 1’affection ou la pathologie dont souffre une personne, en apportant une réponse
la plus précise possible.

Notre étude porte sur la validation des résultats obtenu par CMF et pour pouvoir étre élaboré,
le test doit étre confronté a un gold standard (une référence) c’est a partir de ce gold standard
(le teste par RT-PCR) que on peut définir le statut d’un patient (sain ou malade). Pour cela le
teste par CMF peut étre positif (identifiant le sujet comme étant malade) ou négatif (sujet non
malade).

Notre test étant rarement parfaitement fiable, des erreurs peuvent étre observeées, ce sont les
faux-négatifs et les faux-positifs. La sensibilité et la spécificité permettent de les caractériser.
Elles mesurent respectivement la proportion de personnes ayant un test positif, sachant que les
personnes testées sont toutes malades ; et celles ayant un test négatif, sachant que les
personnes testées sont saines. Les valeurs prédictives positives (proportion de personnes
réellement malades parmi celles qui ont un test positif) et négatives (proportion de personnes
réellement saines parmi celles ayant un test négatif) intégrent cette particularité, en étant
sensible a la prévalence de la maladie. Contrairement a la sensibilité et la spécificité, elles
permettent de prédire le risque d’étre malade en cas de test positif, et celui d’étre sain en cas
de test négatif. (Bousquet, Daures, Demoly, 2005)
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Malade Non malade  Total

Test Positif VP FP VP + FP VPP
Test Négatif FN VN FN + VN VPN
Total VP+FN  FP+ VN VP + FP + FN + VN

Se sp

VP : vrai-positif ; FP : faux-positif ; VN : vrai-négatif ; FN : faux-négatif ;
Se : sensibilité ; sp : spécificité ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN :
valeur prédictive négative.

1 VP VN
g = sp = :
VP+ FN FP+ VN
I T
i T T
VP+ FP FN+ VN

Le schéma représentatif ci-dessus du tableau de contingence permet de connaitre la répartition
d’un ensemble de sujets testés exp : typage HLA-B27 par CMF chez les personnes non
malade (VN) et chez les personnes malade (VP). On constate aussi que certaines personnes
sont considérées comme malades (car positive au test) alors qu’elles ne le sont pas en réalité ;
ce sont les faux positifs (FP). De méme, certaines personnes sont considérées comme non
malades (car négative au test) alors qu’elles sont malades ; ce sont les faux négatifs (FN).

Le seuil de positivité est égal a la plus faible valeur des médianes de fluorescence des
échantillons connus positifs par RT-PCR. Il existe donc une zone grise dans laquelle peuvent
chevaucher les MFI des « vrai » positifs (HLAB27) et celles des faux positifs. Cela revient a
dire qu’un seuil ¢élevé favorise la spécificité (absence de faux-positif) et qu’un seuil faible
favorise la sensibilité (aucun faux-négatif). L’inconvénient est 1’évolution opposée de la
sensibilité par rapport a la spécificité. Donc pour déterminer le meilleur seuil possible il est
nécessaire de réaliser une courbe ROC (Receiver-operating characteristic) qui représente la
sensibilité en fonction de la spécificité (en fait de 1 - spécificité), et ce pour différents seuils.
(Bousquet, Daures, Demoly, 2005)

La compassion des valeurs d’intensité moyenne de fluorescence entre les différents groupes
de patients a été réalisé a 1’aide de test non paramétrique de Mann et Whitney (les effectifs
dans les différents groupes sont inférieur a 30) et Pour évaluer les performances du test, nous
avons realisé une courbe ROC. Les calculs ont été réalisés a 1’aide du logiciel minitab.
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1. Résultats

11.1 Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée

Un typage HLA-B27 a été réalisé dans le cadre du bilan diagnostic chez les patients qui
présentent une symptomatologie en faveur de la SPA. Notre échantillon est constitué de 91
femmes (60%) et de 61 hommes (40%).

40%

B Femmes

B Hommes

60%

Figure 16. Repartition des patients selon le sexe

11.2 Résultats du typage HLA B27 par PCR en temps réel

Le typage HAL B27 effectués sur 152 patients a révélé des résultats positifs sur 30 patients
(20%) dont 13 femmes et 17 hommes alors que 122 patients (80%) étaient négatifs.

20%

m HLA B27 Positifs par RtPCR
80% B HLA B27 Négatifs par RtPCR

Figure 17. Résultats du typage HLA B27 par PCR en temps réel

L'antigéne HLA B27 est associé a la spondylarthrite ; la majorité des patients présentant une
spondylarthrite ankylosante sont HLA B27 positifs mais seulement un petit nombre de sujets
HLA B27 positifs développent la maladie. L'antiggne HLA B27 a été associé avec une
moindre fréquence a des arthrites réactionnelles, au syndrome de Reiter et a l'uvéite antérieure
aigueé.
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11.3 Résultats du typage HLAB27 par cytométrie en flux

Les résultats des patients obtenus par CMF sont de types qualitatifs (positif / négatif)
extrapolés a partir de la mesure d’une donnée quantifiable qui représente la mesure de
I’intensité de fluorescence du HLA-B27 analysé sur la population lymphocytaires CD3". En
effet nous avons déterminé une médiane de 250 pour les valeurs médianes d’intensité de
fluorescence ou MFI du marqueur HLA B27 pour chaque patient.

Nous avons analysé par RT-PCR (Figure 17) : 122 échantillons négatifs et 30 échantillons
positifs. Compte tenu de la fréquence de I'Ag HLA B27 dans la population algérienne, de tels
effectifs permettaient d'obtenir des résultats statistiquement représentatifs et d'établir des
panels de médianes de fluorescence représentatifs des populations négatives et positives vis-a-
vis de I'Ag HLA B27.

Ainsi, les résultats obtenus montrent clairement que la médiane des MIF des patients positifs
par PCR en temps réel était significativement plus élevée que celle des patients négatifs :
3300 vs 195, P 0.0001 pour le risque alpha 0.05 : (Par test de Mann Whitney).

11.4 Détermination du seuil de positivité de la technique par cytométrie en flux

11.4.1 Analyse des réesultats de la CMF

Par définition, le seuil de positivité est égal a la plus faible valeur des médianes de
fluorescence des échantillons connus positifs par RT-PCR. Il parait a premiere vue logique de
prendre la plus faible MFI des patients positifs par RT-PCR dans notre série comme valeur
seuil. Cependant, procéder de la sorte ne permet de tenir compte de toute la réalité de la
réaction antigene anticorps; en effet, I’anticorps anti-HLAB27 utilisé dans notre test
cytométrique peut donner des réactions croisées avec d’autres spécificités HLA ayant une
parenté antigénique avec 1’antigene HLAB27. 1l s’agit notamment des spécificités HLAB7,
B13, B22, B40, B4l et B4 faisant partie du CREG B7. Les patients porteurs de ces
specificités peuvent donner des MFI proches de celles des patients HLAB27 positifs. 1l existe
donc une zone grise dans laquelle peuvent chevaucher les MFI des « vrai » positifs (HLAB27)
et celles des faux positifs (autres spécificités du CREG B7).

Ainsi dans notre série, nous avons constaté que les patients HLAB27 positifs par PCR en
temps réel avaient globalement des MFI > 1800, d’un autre coté certains patients HLAB27
négatifs pouvaient donner des MFI allant jusqu’a 2500 (Figure.18). Nous avons donc proposé
8 valeurs seuils : 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400 et 2500 qui définissent les bornes
de notre zone grise.
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Figure 18. La distribution de nos patients en fonction des différentes valeurs seuils*

*: notez que la région grise sur graphique qui correspond au faux positifs (FP) va de 1800 a 2500.

Pour chacune de ces valeurs nous avons déterminé la sensibilité, la spécificité la valeur
prédictive positive et la concordance avec la technique par PCR en temps réel (Tableau I1)

MFi 1800 | 1900 | 2000 | 2100 | 2200 | 2300 | 2400 | 2500
Se”i;t)’i"té 00 | 9670 | 9330 | 86,70 | 80 | 76,70 | 76,67 | 7667
Spé‘;i/zidté 0840 | 9840 | 9840 | 9840 | 9840 | 9840 | 9918 | 100

VPP% | 9380 | 9350 | 9330 | 9290 | 9230 | 92 | 92 | 100
VPN% | 100 | 9920 | 9840 | 96,80 | 9520 | 9450 | 94,53 | 94,60
Conc‘z/zdance 98,03 | 9803 | 9539 | 94,74 | 94,74 | 9474

Tableau I1. Les résultats de la spécificité, sensibilité, concordance, VPP, VPN de nos
valeurs seuil
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Comme on peut le constater sur le tableau ci-dessus le seuil de 1800 offre une meilleure
performance en termes de sensibilité (100%) comparé aux autres seuils. Ce seuil est associé a
une excellente spécificité de I’ordre de (98.4%).

Les seuils de 2400 et 2500 offrent une meilleure spécificité mais au détriment d’une perte de
sensibilite.

Cependant, la probabilité d’étre réellement malade si le teste est positive (VPP) varie entre
93,67% et 95,83%, c’est a dire que si on utilise la CMF pour la recherche du HLA-B27, on
obtient un bon résultat positif n’est VP que dans 96% des cas au seuil 2500. Cependant la
probabilité de ne pas étre réellement malade si le teste est négative (VPN) par CMF elle est
d’ordre 100% et elle diminue pour atteindre 94,50% par rapport aux seuils ; Cela montre que
I’MFI a 1800 offre un meilleur résultat négatif n’est VN que dans 100% des cas pour la
recherche du HLA-B27.

Nous avons remarqué que la concordance entre les deux techniques commence a diminuer
jusqu’a atteindre la valeur de 95% au seuil 2500. Le déclin de la concordance est di a
I’amélioration de la spécificité qui passe de 99% a 100% (c’est a dire que les FP sont devenus
négatifs).

En utilisant le seuil de 1800 nous avons eu une excellente concordance de 1’ordre de 98%
entre la technique par PCR en temps réel et la technique par cytométrie en flux.

1 L L
0,9
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0,7
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0,3
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0,1

0
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Test

Sensibilité / Spécificité

—@— Sensibilité —@=— Spécificité

Figure 19. Variation de la sensibilité et la spécificité du test en fonction du seuil de
positivite*
* . notez que la valeur seuil de 1800 offrent les meilleures performances en termes de spécificité et de
sensibilité.
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11.4.2 Analyse comparative entre les resultats de la CMF et de la RT-PCR

Les patients sont soumis aux confirmations d’examens, leurs résultats sont obtenus et
interprétées pour suivre la démarche d’une comparaison des résultats de types qualitatifs
(positif ; négatifs) entre les deux techniques analytiqgues CMF et RT-PCR. Cette comparaison
révele I’existence de 120 patients négatifs avec 29 patients positifs ce qui confirme une
concordance de 98% entre les résultats analytiques par ces techniques tandis que 2% souligne

une discordance.

Comparaison des

résultats entre les 2 Reésultats
techniques

CMF PCR-TR | Nombre | Pourcentage
Négatif Négatif 120 79%
Positif Positif 29 19%
Positif Négatif

3 2%

Négatif Positif

Tableau I11. Analyse comparative entre les résultats de la CMF et de la RT-PCR
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11.4.4 Performance du processus analytique et le seuil de positivité de la CMF

La courbe ROC représentée ci-dessous en rouge montre une zone sous la courbe de 0,996
(pour la valeur seuil de 1800) a un intervalle de confiance 95%.

Courbe ROC / Test / AUC=0,996
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Fraction de faux positifs (1 - Spécificité)

Figure 20. La courbe ROC

Pour rappel la courbe ROC est une représentation graphique de la relation qu’il existe entre la
sensibilité et la spécificité d’un test pour chaque valeur seuil considérée et via I’aire sous la
courbe on peut tester les performances de notre test.

Les résultats des performances du test vont dépendre de la valeur seuil que I’on s’est fixée.
Plus le seuil de positivité d’un test est bas plus sa sensibilité va étre €levée et sa spécificité
basse.

Cette représentation graphique permet de représenter la capacité du test a classer les patients
en malades et non malades en faisant varier la valeur seuil du test. La courbe ROC représente
en ordonnée la proportion de tests positifs parmi les malades (sensibilité) et en abscisse la
proportion de tests positifs parmi les patients non malades (1-spécificité) pour toutes les
valeurs seuils du test. Un test avec une excellente sensibilité et spécificité aura une valeur
dans le coin supérieur gauche du graphique caractériser par le point 1800.

Notre test a une parfaite discrimination entre malade et non malade. Cela signifie que face a
deux personnes 1’une est malade et I’autre non, déterminer par le calcul de la surface AUC
(Area Under the Cuve) situer sous la courbe ROC qui vaut 1 permettant ainsi a notre test de
poser un diagnostic correcte en distinguant dans 100% des cas la personne malade de celle qui
ne I’est pas. (Perneger, Perrier, 2004)
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I11. Discussion

L'une des plus fortes associations connues entre un phénotype HLA (Human Leukocyte
Antigen) et une pathologie est celle de I'antigene (Ag) HLA B27 avec la spondylarthrite
ankylosante (Brewerton et al, 1973 ; Gladman et al, 1986). La fréquence de ce dernier chez
les patients atteints de spondylarthrite ankylosante est de I'ordre de 90 % tandis qu'elle est
inférieure a 10 % dans lI'ensemble de la population caucasienne (Benjamin et al, 1990).
Ainsi, la recherche de I'Ag HLA B27 fait partie d'un ensemble d'arguments cliniques,
radiologiques et biologiques utiles au diagnostic de spondylarthrite ankylosante (Lopez de
Castro et al, 1994 ; Schaeverbeke, 1999). Dans la classification d’Amor, la présence de I'Ag
HLA B27 compte pour 2 points sur les 6 permettant d'établir un diagnostic de
spondylarthropathie (Schaeverbeke, 1999 ; Amor et al, 1990).

Actuellement, deux techniques font référence en matiere de typage HLA. Il s'agit de la
microlymphocytotoxicité (Terasaki et al., 1964) et des techniques utilisant la biologie
moléculaire (PCR-SSP et RT-PCR) (Kirveskari et al, 1997 ; Steffens-Nakken et al, 1995).
Cependant, ces analyses spécialisées, longues et codteuses, sont pratiquées par des
laboratoires disposant d'un recrutement important focalisé sur ce type d'analyse. A l'inverse,
elles ne sont pas adaptées au fonctionnement de routine d'un laboratoire hospitalier
d'immunologie biologique. En effet, ce dernier répond souvent a une demande d'analyse
ponctuelle au « coup par coup » qui est fonction de la prescription lors de la consultation en
rhumatologie.

Le développement de la CMF offre une alternative a ces techniques. Depuis les premiers
travaux consacres a ce sujet (Albrecht et al, 1987), plusieurs études ont confirmé la fiabilité
d'une telle approche (Hulstaert et al, 1994 ; Bonnaud et al, 1999). Cependant, la mise en
route d'une technique de cytofluorimétrie implique une importante phase de validation propre
a chaque laboratoire (Lingenfelter et al, 1995 ; Hulstaert et al, 1994 ; Bonnaud et al,
1999). En effet, quelques contraintes existent ; certaines sont liées & un manque de
standardisation de la cytofluorimétrie proprement dite, d'autres sont dues plus spécifiqguement
a son application au typage HLA B27 : un nombre limité de prélévements positifs dans un
recrutement tout venant (B27-positifs < 10 %), I'absence de contréle de qualité utilisable dans
ce contexte et, enfin, I'existence de réactions croisées avec les autres antigénes du CREG B7
(cross reactive group B7) dues a un manque de spécificité des anticorps utilisés.

Concernant le choix de I'anticorps monoclonal, plusieurs études comparatives démontrent la
supériorité du clone FD 705 en termes de sensibilité et de spécificité (Neumuller et al, 1996 ;
Orr et al, 1994 ; Ward et al, 1995). En effet, cet anticorps reconnait tous les sous-types de
B27 et présente un faible taux de réactions croisées (Neumduller et al, 1996 ; Orr et al,
1994). Ward et al, 1995 Ont montré que pour 1 091 échantillons testés avec l'anticorps FD
705 seulement 6 patients (0,5 %) donnaient un résultat indéterminé. Ces patients étaient B7-
positifs et aucune réaction croisée avec un autre groupe HLA n'etait décelée (Pei et al, 1993).
Notre expérience permet darriver aux mémes conclusions sur un type de recrutement
similaire.
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L'effectif de notre population, en accord avec les exigences de représentativité décrites dans la
littérature (Hulstaert et al, 1994), nous a permis de définir pour seuil de négativité la plus
forte valeur obtenue au sein de la population négative et pour seuil de positivité la plus faible
valeur de la population positive.

Les résultats obtenus lors de la seconde phase de notre étude
valident ces seuils d'interprétation. De plus, les 152 patients testés semblent représentatifs de
la population générale puisque nous obtenons 20% de prélevements HLA B27-positifs pour
une moyenne de 14 a 20% décrite au sein de la population caucasienne (Brewerton et al,
1973 ; Gladman et al, 1986).

Au total, ces résultats, obtenus sur plus de 152 patients, illustrent la fiabilité de la méthode.
Seul un échantillon présente une discordance d'interprétation entre cytofluorimétrie et RT-
PCR a un seuil de 1900. Pour ce patient, la moyenne de fluorescence se trouve dans la zone
grise et fait conclure a un test douteux, tandis que la RT-PCR donne un résultat positif. Afin
d'exclure un probleme de marquage, nous avons renouvelé celui-ci, mais les résultats sont
restés identiques. La cause de cette discordance demeure inexpliquée. Il est possible qu'il
s'agisse d'une conséquence de la variation de I'expression des antigenes HLA, diminuée dans
certaines circonstances, comme par exemple lors d'infections virales ou bactériennes
(Kirveskari et al, 1997 ; Wuorela et al, 1997). Il faut toutefois noter que cet echantillon ne
peut pas étre considéré comme un réel faux négatif. Selon I'arbre décisionnel, I'échantillon,
rendu douteux en cytofluorimétrie, aurait été analysé et rendu positif par RT-PCR. De la
méme maniére, le travail de Pei et al. N’avait montré aucun cas de faux négatif (Reynolds et
al, 1996).

Concernant la praticabilité de la méthode, plusieurs points sont a discuter. Le choix de
I'néparinate de lithium comme anticoagulant a été dicté par la RT-PCR qui impose une
viabilité cellulaire. Les résultats de la CMF ne sont pas influencés par la nature de
I'anticoagulant (Hulstaert et al, 1994 ; Orr et al, 1994). Certaines études multicentriques ont
méme utilisé des anticoagulants différents en fonction des sites (Hulstaert et al, 1994 ; Ward
et al, 1995) [11, 16]. De plus, c'est avec I'héparinate de lithium que sont obtenus les
histogrammes les plus stables au cours du temps (Ward et al, 1995). A plus long terme pour
notre activité de routine, I'néparinate de lithium présente I'avantage de pouvoir réaliser, sur le
méme prélévement, la CMF puis la RT-PCR en cas de résultat douteux. Dans un but de
standardisation et de diminution des interventions humaines pouvant induire des biais
(séparation des cellules, lyse manuelle, lavage cellulaire), nous avons utilisé une technique sur
sang total couplée a un systeme de lyse automatique. Le réglage du CMF est également
automatique a I'aide de billes fluorescentes de calibration. Ce principe est décrit par plusieurs
auteurs (Lingenfelter et al, 1995 ; Hulstaert et al, 1994 ; Reynolds et al, 1996).

Au total, la réalisation du typage B27 nécessite le dépdt manuel de 50 mul de sang total et de
2,5 mul d'anticorps. Le reste de la manipulation est automatique, l'interprétation du résultat est
faite en 30 min par rapport a des seuils d'interprétation constants au cours du temps. La
technique peut étre insérée, au coup par coup, a n'importe quel moment dans I'activité du
laboratoire. De plus, une fois les cellules marquées et fixées, I'analyse peut étre différée de 24
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a 48 heures. En termes de praticabilité et de standardisation, le typage HLA B27 par CMF
semble trés supérieur aux deux techniques de référence. Cependant, I'ensemble des auteurs
s'accordent sur l'importance de I'étape de validation. Elle est a conduire dans chaque
laboratoire qui doit établir et tester ses propres seuils d'interprétation. Ces derniers dépendent
de l'anticorps monoclonal, des réactifs de lyse et des instruments utilisés. Toutefois en
utilisant un méme lot de billes de calibration et le méme protocole, il doit étre possible de
transférer nos résultats dans d'autres laboratoires.

Enfin, il faut souligner, la nécessité de disposer d'une technique de référence. Que ce soit la
microlymphocytotoxicité, CMF ou la biologie moléculaire, elle sera utilisee comme
confirmation en cas de prélevement douteux. L'association la plus pertinente semble étre
constituee par le couplage CMF et biologie moléculaire (Bonnaud et al, 1999). Cette derniére
est le veéritable gold standard puisqu'il s'agit d'un génotypage. Cependant, si les seuils
d'interprétation en CMF sont correctement établis les échantillons douteux sont finalement
peu nombreux : inférieurs a 1 % dans notre étude en accord avec d'autres travaux (Hulstaert
et al, 1994 ; Pei et al, 1993).
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IV. Conclusion et perspective

Dans le but de valider la technique de biologie cellulaire la Cytométrie en Flux dans le
domaine d’immunologie, nous avons procéder a la réalisation d’un phénotypage par CMF du
HLA-B27 a la surface des cellules lymphocytaires des échantillons de sang totale des patients
présentent des signes en faveurs de la spondylarthrite ankylosante. Ces mémes échantillons de
sang inclus dans notre étude sont diagnostiquer pour une détermination de 1’all¢le HLA-B27
par la technique de la biologie moléculaire PCR en temps réel que nous avion utiliser comme
technique de référence.

La cytométrie est basée sur la détection du marqueur couplé a des fluorochromes. De
nombreux anticorps existent pour les leucocytes, couplés avec plusieurs fluorochromes
permettant plusieurs combinaisons. Il est ainsi été possible de définir le phynotype des
cellules lymphocytaire T (CD3+) et la protéine HLAB-27 par des fluorochromes : anti-CD3
marqué au PE et anti-HLAB27 marqué au FITC.

Le phynotypage a permis via les valeurs médianes de fluorescence de révéler la présence ou
I’absence des antigénes HLA-B27. En effet nous avons déterminé une médiane de 250 pour
les valeurs médianes d’intensité de fluorescence ou MFI du marqueur HLA B27 pour chaque
patient. Ainsi, les résultats obtenus montrent clairement que la médiane des MIF des patients
positifs a la présence d’antigénes HLA-B27 par PCR en temps réel était significativement
plus élevée que celle des patients négatifs a I’absence d’antigenes HLA-B27 : 3300 vs 195.

Le seuil de positivité a été déterminer par la plus faible valeur des médianes de fluorescence
des échantillons connus positifs par RT-PCR. Ce qui égale a 1800 dans notre série comme
valeur seuil.

En effet, I’anticorps anti-HLAB27 utilisé dans notre test cytométrique peut donner des
réactions croisées avec d’autres spécificités HLA ayant une parenté¢ antigénique avec
I’antigene HLAB27. Les patients porteurs de ces spécificités peuvent donner des MFI proches
de celles des patients HLAB27 positifs. Il existe donc une zone grise dans laquelle peuvent
chevaucher les MFI des «vrai » positifs (HLAB27) et celles des faux positifs. Grace aux
résultats de notre étude on a pu définir les bornes 1800 et 2500 comme valeurs médianes de
fluorescence de la zone grise.

Nos résultats restent préliminaires, des études complémentaires sont nécessaire a fin d’étudier
les facteurs impliqués dans le niveau d’expression de HALA-B27 sur les cellules
lymphocytaire cette approche peut expliquer les cas ou la médiane des MFI est douteuse alors
que la technique génomique est nettement positive, pour cela nous envisageons d’identifier
ces facteurs a travers un échantillon plus important.

Les résultats de notre étude ainsi que les nouvelles avancees technologiques dans le domaine
cellulaire et de la genomique offrent de nombreuses perspectives pour améliorer et
automatiser la recherche de l'allele ou de la molécule HLA-B27 dans le cadre diagnostique de
la SPA. A I’aide de ces données collectées, il sera également intéressant de modéliser plus
finement le protocole de la technique par CMF dans le cadre de la recherche de I'HLA-B27.
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Annexe 1. L’instruments du cytométre en flux BD FACSCanto Il utilisé dans ce travail de
recherche
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Tableau des Fluorochromes utilisés dan la cytométrie en flux (cytométre & 6 couleurs) :

Laser Fluorescence Longueur
Fluorochromes Vexsitation

> Combinaisons interdites : PE-Cy™s + Percp / Percp-Cy™s.5
» Combinaison a éviter : APC + PE-Cy5

Annexe 2. Les bandes spéctrales des principeaux flurochromes utilisées en CMF
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Annexe 4. Des informations pour la pratigue dans un laboratoire biologique
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