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o Introduction :

Le foie est I’organe le plus volumineux du corps, son poids moyen varie de 1400
a 1800 gr. Il est considéré comme un des centres métaboliques de I’organisme le
plus important, car impliqué dans les processus de synthése, de détoxification,
et de stockage des nutriments et vitamines, de ce fait , il est la cible de plusieurs
agressions d’origine exogéne ou endogéne, qui aboutirait dans certaines

situations a I’installation d’une insuffisance hépato-cellulaire.

On s’intéressera dans cet exposé a I’étude des marqueurs immunologiques dans
un modéle d’hépatite chronique de nature auto-immune, il s’agit de I’hépatite

auto-immune.




I. Définition :

L’hépatite auto-immune est une maladie inflammatoire du foie caractérisée par
la présence d’autoanticorps sériques, une hypergammaglobulinémie polyclonale,
et une infiltration périportale lymphoplasmocytaire constituée principalement de
cellules mononuclées, et qui n’est pas due a une autre cause (virale,

médicamenteuse, toxique ou métabolique).

La progression se fait spontanément vers la cirrhose et I’insuffisance hépatique

chez la plupart des patients en absence de traitement.

1. Historique :

Décrite par Waldenstrom et Kunkel dans les années 50, cette entité a
initialement hérité d’une nomenclature variée, dont I’hépatite chronique active,
la cirrhose des jeunes femmes et I’hépatite a plasmocytes [1].

En 1959, Mc Kay utilisa encore le terme d’hépatite lupoide pour caractériser
cette maladie qui partage des similarités cliniques et biologiques avec le lupus
érythémateux systémique, mais avec une atteinte hépatique initiale et

prédominante [2].

2. histologie et immunologie du foie :

L’observation microscopique du foie permet la reconnaissance de son
architecture histologique constituée par des lobules ; des veines intra-lobulaires
situées dans la zone centrale de ces lobules, et des espaces portes qui se trouvent
au niveau périphérique. Chacun de ces espaces contient une veinule, une

artériole, un canal biliaire et des vaisseaux lymphatiques [3] [4].
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Figure 1 : le parenchyme hépatique et approvisionnement en sang

Dans chaque lobule hépatique, il existe des cellules parenchymateuses
représentées par les hépatocytes (60% a 80%) et des cellules non
parenchymateuses essentiellement représentées par les cellules de I’'immunité
innée comme les cellules de Kupffer et NK, et acquise « populations

lymphocytaires ». (Figure 3).

Cette population lymphocytaire est éparpillée partout dans le parenchyme ainsi
que dans les voies portes, on en dénombre environ 10'° lymphocytes, qui
incluent les lymphocytes T conventionnels et non conventionnels. LT
conventionnels regroupent les CD4+ et CD8+, avec prédominance des Lym T
CDg+. Les LT non conventionnels comptent une variante de types de cellules
qui sont classés en 2 catégories majeurs : ceux qui ont le marqueur NK et sont

appelé les NKT, et les Lymphocytes T a TCR ya.

La population des NKT affiche un répertoire de récepteur : le Va24 et VB11 qui
reconnait les antigénes associés a la molécule CDI1d. Ils existent les NKT

classiques et non classiques, qui sont plus abondantes dans le foie que dans les




autres organes et peuvent constituer jusqu’a 30% de la population lymphocytaire

intrahépatique.

Les cellules T non conventionnelles qui n’expriment pas les marqueurs des
cellules NK, incluent le groupe majeur des cellules T & TCRyd (aussi appelé
v8T). Ce groupe représente entre 15% a 25% des cellules T intra hépatique. Ils
possédent un TCR oligoclonal ou invariable qui ne reconnait qu’un nombre

limité d’antigénes comme les protéines du stress et les antigénes non protéiques.

Le foie contient aussi des cellules présentatrices d’antigénes et les cellules
appartenant au systéme réticulo-endothélial comme les cellules de Kupffer. Ces
cellules semblent primordiales pour la maintenance de la tolérance immunitaire

en conditions non inflammatoires.

Non-hépatocytes
20-40%
Cellules - Eellules de Lymphocytes | [
endothéliale upffer =i - 25%

[ ]
D.T(GS%) :| ENK(31%) :| ELB(G%) j
1
{ 1

Lymphocytes Lymphocytes non-
conventionneis conventionnels

[
i

1
CD4+LT CD8 +LT ] Cellules NKT TCR 7 cellules T,
y et autres

[ Classique I [Non-classlquel

Figure 2 : Composition cellulaire du foie a I’état physiologique [94]




3. Le foie : organe de tolérance

Le foie est un organe qui présente un statut immunologique particulier, dans
lequel un équilibre délicat entre immunité et tolérance prévaut. Le foie est en
permanence exposé a des endotoxines et des produits de dégradation
microbienne en provenance des intestins, via le sang portal. Ces processus
peuvent conduire a une inflammation persistante, & des pathologies auto-
immunes, et au cancer. Il serait donc possible qu'il puisse induire une tolérance
grace aux cellules résidentes ; cellules de Kupffer et les cellules étoilées qui
produisent de fagon continue de I'IL10 ainsi que du TGFp, deux cytokines de
type Th2. En effet, les patients transplantés du foie peuvent, plus que d'autres,
développer une tolérance opérationnelle, qui se définit par un maintien de la
fonction du greffon en absence de réponse immune délétere apres l'arrét du

traitement immunosuppresseur.

En résumé, il est possible d'affirmer que le foie est un organe tres particulier ou

une tolérance relativement constante doit étre maintenue.

II. Physiopathologie :

Comme de nombreuses maladies auto-immunes, l'hépatite auto-immune est
multifactorielle, impliquant différents facteurs génétiques, environnementaux et

infectieux.

1. Terrain génétique :

Les genes du complexe majeur d'histocompatibilité humain jouent un role
central dans le développement des hépatites auto-immunes. En effet, la

recherche des genes de susceptibilité dans différentes populations caucasiennes




_

a montré une forte association des haplotypes HLA A1 B8 DR3 ou DR4 avec la
maladie [5-6].

Concernant les génes codant pour les protéines antigéniques, il a été¢ démontré,
au sujet du géne de CYP2D6, auto-antigéne des anticorps anti-LKM-1, qu'il
n'existait pas de différence entre les polymorphismes des fragments de
restriction de la population malade et ceux de témoins normaux [7]. Si des
modifications importantes dans la structure du géne peuvent étre exclues, la
présence de mutations ponctuelles au niveau de régions critiques du gene ne

peut étre éliminée.
Comme dans le cas d'autres maladies auto-immunes telles que le diabete et le

lupus, il n'est pas exclu que d'autres génes soient impliqués dans la

physiopathologie de I'hépatite auto-immune.

2. Facteurs environnementaux :

Plusieurs médicaments peuvent étre responsables d’une hépatite par le
déclenchement, dans certains cas, d’une réaction immune, dans ces situations, il
n’est pas habituel de trouver des auto-anticorps dans les sérums de ces malades
[8]. Les virus peuvent étre responsables d’une réaction auto-immune par

plusieurs mécanismes :

- Modification et/ou libération de protéines intracellulaires.

- Effets sur les cellules T suppresseurs.

- Activation polyclonale des cellules B.




- Libération de cytokines.

- Génération d’anticorps anti-idiotypiques ou formation de complexes immuns

8],

3. Systéme antigéne-anticorps :

La caractérisation exacte des différentes cibles antigéniques a donc été une étape
importante dans la compréhension de la maladie. Toutefois, il n'existe
actuellement aucun argument qui plaide en faveur d'un réle pathogénique propre
des auto-anticorps, en particulier toute pathologie liée a un dép6t de complexe

immun semble exclue.

De nombreux antigénes tels que les filaments fins d'actine, la protéine CYP2D6,
le récepteur de 1'asialoglycoprotéine et les membres de la famille de la glutathion
S-transférase reconnus par les différents auto-anticorps sont actuellement
identifiés. Toutefois, leur manque de spécificité d'organe et leur localisation
préférentielle au niveau intracellulaire (excepté pour le récepteur de
I'asialoglycoprotéine) ne permettent pas de conférer un role pathogénique propre

aux auto-anticorps dont ils sont la cible.

La caractérisation de sites antigéniques linéaires (ou séquentiels) de la protéine
CYP2D6, cible des anticorps anti-LKM1, a été effectuée [9-10] : la séquence
254-271 est le site antigénique principalement reconnu par les anticorps anti-
LKM], le tripeptide TWD (tyrosine, tryptophane, asparagine), en position

261-263, étant essentiel a la réaction antigéne-anticorps. Le site antigénique
linéaire, ou épitope continu, présente des homologies de séquences avec celles
d'agents infectieux tels Salmonella typhimurium, HTLV1 et 2, HSV1 et 2 et le
virus C [9, 11]. Ces résultats suggérent l'implication encore hypothétique de

phénomeénes de mimétisme moléculaire entre l'auto-antigéne et des protéines




d'agents infectieux dans la pathogénie des hépatites auto-immunes de type 2. I
faut souligner que d'autres sites antigéniques linéaires, tels que les séquences
321-351, 373-389 et 410-429, ont été identifiés. La démonstration faite que la
protéine est reconnue dans sa forme d'origine [12] et qu'il existe plusieurs
épitopes linéaires conduit a penser que la réponse humorale marquée par la
production d'anticorps anti-LKM1 est une réponse immune oligoclonale ou

polyclonale maintenue par 'auto-antigéne au cours du temps.

4. Role des lymphocytes T :

a. Cellules effectrices :

L'analyse de l'infiltration lymphocytaire hépatique montre une prédominance de
lymphocytes T CD3"/CD4" au sein de l'infiltrat inflammatoire [13]. Des clones
T CD4'/CD8 spécifiques du récepteur de l'asialoglycoprotéine obtenus a partir
de biopsies hépatiques sont capables d'induire une prolifération B et une réponse
anticorps [14]. Les résultats qui indiquent, dans les hépatites auto-immunes de
type 2, que les lymphocytes T sont capables, comme les anticorps anti-LKMI1,
de reconnaitre certains épitopes linéaires (séquence d'acides aminés 262-285)
sont des arguments trés importants quant au role de cet auto-antigéne dans
l'activation lymphocytaire T [15].

Une rupture de I'équilibre TH1/TH2 pourrait participer au développement des
phénoménes d'auto-immunité : dans les hépatites auto-immunes de type 2, le
profil de sécrétion de cytokines de type TH1 [16]. des lymphocytes T intra-
hépatiques est un argument supplémentaire en faveur du role de 'immunité a

médiation cellulaire.




b.  Cellules régulatrices :

L'activation du systéme effecteur est sous le controle de cellules T régulatrices.
Le role des cellules T régulatrices dans le déclenchement de nombreuses
maladies auto-immunes est établi chez la souris par le mod¢le de thymectomie
néonatale [17] qui prévient la migration de cellules régulatrices CD4" du thymus
vers la périphérie. L'induction d'une hépatite auto-immune dans ce modéle rend
compte de I'importance de ce type de sous-population lymphocytaire.

Malgré la caractérisation des différents auto-antigénes, de nombreux progres
restent a réaliser dans la compréhension de la pathogénie des hépatites auto-
immunes. Définir le rdle exact des auto-anticorps et les mécanismes qui
conduisent a l'activation de l'immunité cellulaire et humorale reste essentiel. Ces

avancées sont indispensables a I'obtention de thérapeutiques mieux ciblées.

III. Diagnostic :

Les HAI sont observées chez les enfants et les adultes des deux sexes et
affectent toutes les races. Il existe cependant une nette prédominance du sexe
féminin et des sujets jeunes. Toutefois, il faut savoir également évoquer le

diagnostic chez les patients de plus de 65 ans [19].

1.  Signes cliniques :

Dans la grande majorité des cas, le syndrome clinique est celui d'une hépatite
chronique pouvant se manifester par une fatigue et plus rarement par un ictére

ou découverte fortuitement lors de la réalisation d’un bilan immunologique.
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Figure 5 : Hépatomégalie

Sinon, la révélation peut étre plus tardive, au stade de cirrhose, avec la mise en
évidence d'une hépatomégalie, de signes d'insuffisance hépatocellulaire
chronique (érythrose palmaire, angiome stellaire, dermite ocre) ou d'une
hypertension portale (splénomégalie, circulation veineuse collatérale
superficielle abdominale). La mise en évidence peut s'effectuer encore a un stade
plus tardif de l'évolution avec les complications de l'hypertension portale,
notamment une ascite, une rupture des varices cesophagiennes ou d'insuffisance
hépatocellulaire avec ictére et encéphalopathie hépatique. Dans 50 % des cas, ils
s’y associent des manifestations extra-hépatiques. Celles-ci sont de nature auto-
immune et incluent une atteinte thyroidienne avec autoanticorps, une
polyarthrite rhumatoide ou autre rhumatisme inflammatoire, un diabéte, un

syndrome sec.
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2. Caractéristiques biologiques :

Comme dans toute hépatite, il existe une augmentation de ’activité des
transaminases (d’intensité trés variable) et parfois de la bilirubinémie. Un
élément plus précis d’orientation est I’augmentation (trés fréquente mais non
constante) de la concentration sérique des gammaglobulines, en particulier de
type IgG. Le signe biologique essentiel est toutefois la présence d’autoanticorps
[20]. Ceux-ci sont recherchés habituellement par immunofluorescence indirecte.
Pour les adultes, il s’agit essentiellement des anticorps anti-noyaux, anti-muscles
lisses et moins souvent anti-microsomes de type 1 (anti-LKM1) et anti-cytosol

(anti-LC). Les deux premiers anticorps sont souvent associes.

Les anticorps anti-LKM1 sont plus souvent retrouvés chez I’enfant ou ’adulte
jeune. Il est important de noter que I’IFI est une technique non automatisable,
nécessitant une grande expérience. Chez I’adulte, le seuil de positivité est de
1/80 pour les AAN et AML et de 1/40 pour les anti-mitochondries, les anti-
LKM1 et les anti-L.C1.

En seconde intention, des techniques complémentaires
(Western blot, Dot blot, Elisa) peuvent étre utilisées pour mieux caractériser ces
anticorps ou détecter d’autres autoanticorps, anti SLA (Soluble Liver

Antigen) en particulier.

Les autoanticorps anti-cytoplasme de polynucléaire neutrophile (ANCA) sont
recherchés par IFI sur polynucléaire (seuil de positivité au 1/20). Enfin, il existe
des marqueurs immunogénétiques, en particulier la présence de [’haplotype
HLA B8 DR3 (DRB1*0301) ou DR4 (DRB1*0401) mais qui ne sont pas

demandés en premiere intention.
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3. Caractéristiques histologiques :

Malgré I’absence de signes histologiques spécifiques, la réalisation d’une
ponction-biopsie hépatique est recommandée [18]. Les HAI sont caractérisées
par des lésions nécrotico-inflammatoires a prédominance périportale « piece-
mealnecrosis » d’intensité souvent marquée (Fig. 6). Cette nécrose peut étre en

pont ou panlobulaire.

Figure 6: Hépatite d’interface lymphoplasmocytaire. Examen en microscopie optique (grossissementx200,

coloration HES)

L’existence de formes a nette prédominance centrolobulaire doit étre connue
[21]. L’infiltrat inflammatoire est lymphoplasmocytaire. Dans un tableau
d’hépatite d’intensité moyenne a séveére, la présence de plasmocytes au sein de
Pinfiltrat est trés évocatrice d’HAL Des signes de régénération et de
désorganisation des travées hépatocytaires, en particulier sous forme de
«rosettes », peuvent étre présents [22]. En outre, ’examen histologique apprécie
I’importance de la fibrose, (une cirrhose est présente dés la premiére biopsie
dans environ 25 % des cas) et contribue a éliminer d’autres causes ou, au
contraire, a suggérer I’existence d’une autre hépatopathie (éventuellement

associée dans le cadre d’un syndrome de chevauchement).
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4. Diagnostic des hépatites auto-immunes :

La démarche diagnostique ne se résume pas a la recherche d’auto-anticorps.
L’absence de critéres totalement spécifiques rend nécessaire 1’utilisation de
critéres diagnostiques négatifs. Le diagnostic d’HAI est donc en grande partie un

diagnostic d’exclusion [18,23].

a.  Criteres diagnostiques négatifs :

Il s’agit d’une étape capitale dans la démarche diagnostique. Elle est fonction de
la présentation, aigué ou chronique, peu ou trés cholestatique, et il convient
d’éliminer les diagnostics indiqués dans le (Tableau 1). Dans les formes
cholestatiques, il faut en particulier réaliser une cholangio-IRM (en I’absence

d’anticorps anti-mitochondries).

Tableau 1 : Diagnostic différentiel des hépatites auto-immunes [92-93]
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b.  Critéres diagnostiques positifs :

Comme indiqué précédemment, devant une hépatite, il existe plusieurs criteres
cliniques, biologiques, immunologiques ou histologiques en faveur d’une HAIL.
Individuellement, aucun n’est spécifique. Cependant, considérés collectivement,
ils ont une tres forte valeur prédictive positive pour le diagnostic. Ces criteres
sont le sexe féminin qui est trés prédominant, une élévation des IgG dépassant
deux fois la limite supérieure de la normale, la présence d’auto-anticorps et
I’existence d’une hépatite histologique d’intensité marquée avec un infiltrat

lymphoplasmocytaire.

Un haplotype HLA B8 DR3 ou DR4, ’association a d’autres manifestations
auto-immunes et des antécédents familiaux de maladie auto-immune renforcent

la suspicion diagnostique.

¢.  Score diagnostique de I’hépatite auto-immune :

Le groupe de travail AIGH a établi en 1999 le score diagnostique de I’HAI basé
a la fois sur les critéres diagnostiques d'élimination et les critéres positifs. Le
score total donne une évaluation sur la probabilité du diagnostic d'hépatite auto-
immune. Le diagnostic est considéré comme certain lorsque le score total est
supérieur a 15 avant traitement et & 17 apres traitement ; il est probable pour un

score compris entre 10 et 15 avant traitement et entre 12 et 17 apres traitement.
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Tableau 2 : Score International d'HAI (1999)

Ce score diagnostic a été revu et simplifié par le méme groupe « AIGH » en

2008.
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IV. Classification :

Celle-ci repose, de fagon pratique mais un peu artificielle, sur la présence des
auto-anticorps détectés dans le sérum. Les caractéristiques des principaux auto-
anticorps sont présentées dans le Tableau 4 [26,27, 24]. Il faut noter que
I’élaboration de recommandations pour une standardisation internationale des

tests de détection des auto-anticorps apparait nécessaire [25].

Caractéristiques HAlde type 1 HAlde type 2

Auto-anticorps AAN Anti-LKM1

AML {anti-actine) Anti-LC1

Anti-SLA

P-ANCA {atypique)
Age au diagnostic Tout age Enfant et adulite jeune
Sexe Féminin (75-80%) Féminin (95 %)
Sévérité clinique Variable Habituellementmarquée
Fibrose histologique Variable Habituellement marquée

Tableau 4 : auto-anticorps détectés dans HAI

1. Hépatite auto-immune de type 1 :

L’HAI-1 est caractérisée par la présence d’AAN (50-70 %) et surtout d’AML
(> 80 %) (Tableau 4). Cependant, les AAN sont les anticorps les moins
spécifiques et peuvent étre présents dans de nombreuses situations : cirrhose
biliaire primitive (CBP), hépatites virales ou médicamenteuses, hépatopathies
alcooliques, stéatohépatite non alcoolique. . . Contrairement aux connectivites,
leurs cibles antigéniques précises dans cette pathologie hépatique sont mal

connues, hétérogenes et pour certaines controversées.

La spécificité des AML est meilleure sous réserve de leur caractérisation en
anti-actine [28] (IFI sur cellules Hep-2 traitées a la colchicine) qui, toutefois,

peut étre observée au cours d’hépatites virales ou médicamenteuses. Le type




17

antivimentine est en revanche peu spécifique (hépatites virales, maladies de
systeme. . .). En association avec ces anticorps, des anticorps de type p-ANCA
atypiques sont décrits dans un tiers des cas et des anti-SLA dans 10-15 %. Il
avait été proposé d’identifier une HAI dite de type 3, caractérisée par la présence

d’anti-SLA, encore appelés anti-SLA/LP [29].

En effet, I’individualisation de ce type d’HAI est trés discutée car apparait peu
différente de I’'HAI-1 et seuls deux types d’HAI sont désormais individualisés.
Le principal intérét de la recherche des anti-SLA est d’aider au diagnostic des
patients séronégatifs pour les autres auto-anticorps puisqu’ils sont retrouvés
dans 15-20 % des hépatites « cryptogénétiques » qu’ils permettent de reclasser

en HAI [30].

2. Hépatite auto-immune de type 2 :

L’HAI-2 est caractérisée par la présence de deux marqueurs plus spécifiques :
les anti-LKMI1 et les anti-LC1 (Tableau 4). Le titre de ces anticorps peut baisser
(voire se négativer) sous traitement. Les anti-LKM1 sont observeés dans les HAI-
2 et les hépatites chroniques virales C. La cible antigénique est le cytochrome
P450 2D6 (CYP2D6) qui a une homologie avec certains constituants du virus de
’hépatite C (VHC). Cependant, les séquences peptidiques reconnues sur la
méme molécule de CYP2D6 au cours des HAI-2 et des hépatites C sont

différentes.

Les auto-anticorps dirigés contre les protéines microsomales forment un groupe
hétérogeéne. Ainsi, il a été décrit des auto-anticorps dirigés contre les
cytochromes CYP1A2 et CYP2A6 au cours du rare syndrome auto-immune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermaldystrophy (APECED) [31]. La

recherche des anti-LC1 est de pratique plus récente.
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Ils peuvent étre soit associés aux anti-LKM1 (30 %), soit isolés (10 % des HAI-
2) [32]. Leur cible est la formiminotransférasecyclodésaminase. Ils ne sont pas
totalement spécifiques de ’HAI-2 mais ne sont présents qu’exceptionnellement

au cours des hépatites C.

3. Autres formes d’hépatite auto-immune :

a- HAI Seronegatives :

Dans un pourcentage de cas variable selon les séries mais habituellement
d’environ 10 %, des patients ont les critéres diagnostiques d’une HAI mais sans
auto-anticorps identifiés [18,23]. Ces formes d’HAI s’apparentent aux HAI de

type 1 avec une bonne réponse au traitement immunosuppresseur.

b- syndrome de chevauchement :

Il existe des formes associant HAI et maladies cholestatiques auto-immunes. En
effet, une HAI peut précéder, accompagner ou compliquer I’évolution d’une
cirrhose biliaire primitive (CBP) ou d’une cholangite sclérosante primitive

(CSP). Le diagnostic en est particuliérement difficile.

L’utilisation du score de I’AIGH est biaisée par le fait qu’il a été congu a
I’origine pour différencier HAI et maladies cholestatiques en tenant compte de
maniére négative des signes de Iésions biliaires. I ne peut donc pas
raisonnablement étre préconisé dans le diagnostic des syndromes de
chevauchement car il ne permet de diagnostiquer que les formes caricaturales
[33]. En pratique, en cas de maladie cholestatique, les signes devant faire

suspecter une HAI associée sont :

- Une élévation de I’activité des transaminases supérieure a SN.

- Une élévation des IgG supérieure a 2N ou la présence d’anti-muscles lisses de

spécificité anti-actine.
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* Des lésions inflammatoires périportales et lobulaires marquées.

Cholangite
auto-immune

Hépatite
chronique
virale

Figure 7 : schéma représentative de syndrome de chevauchement HAI-CBP-CSP

Le diagnostic de syndrome de chevauchement CBP ou CSP/HAI peut étre
retenu lorsqu’au moins deux des critéres de CBP ou CSP et deux des critéres de

HAI sont présents [34].

V. Traitement:

Comme pour d’autres maladies inflammatoires chroniques, le traitement de
I’HAI doit comporter dans un premier temps un traitement d’attaque, dont le but
est de mettre la maladie en rémission clinique et biochimique le plus rapidement
possible, et dans un deuxiéme temps un traitement d’entretien, qui a pour
objectif de prévenir les poussées ultérieures tout en limitant le risque d’effets

indésirables liés aux corticoides.

Les recommandations thérapeutiques de I’AASLD figurent dans le Tableau 5.
Le traitement de référence au début doit obligatoirement comporter un

corticoide de premiere génération (prednisolone, prednisone) associé ou non a
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I’azathioprine. Les modalités de prescription sont trés largement inspirées du

protocole de la Mayo Clinic [36].

Le choix entre prednisone ou prednisolone importe peu car la biotransformation
de I’'un en I’autre est peu altérée en cas d’atteinte hépatique séveére. L’adjonction
d’azathioprine (50 mg/j) permet de débuter les corticoides a une posologie plus
faible tout en conservant une efficacité identique a celle la monothérapie pleine

dose et en réduisant ses effets secondaires de 40 a 10 % [36].

Tableau 5 : Modalités d’instauration du traitement de référence chez I’adulte (adapté des
recommandations de I’AASLD)

VL. Les auto-anticorps :

La découverte des premiers auto-anticorps date de 1904, mais c’est a partir de
1957 avec I’utilisation de la technique d’immunofluorescence que leur recherche
s’est développée [37].L’immunofluorescence indirecte (IFI) a d’abord été
appliquée a la détection des anticorps anti-nucléaires, puis a celle de nombreux

auto-anticorps. A I’heure actuelle, on en dénombre plus de deux centaines.

La recherche d'auto-anticorps (aAc) sériques spécifiques est une étape
essentielle au diagnostic des maladies auto-immunes du foie, en particulier dans
I’hépatite auto-immune et la cirrhose biliaire primitive. Cependant, leur présence

ne signifie pas nécessairement ’existence d'une hépatopathie auto-immune, ils
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peuvent également s'observer dans des pathologies hépatiques non auto-
immunes comme les hépatites médicamenteuses, les hépatites virales ou lors
d'un rejet d'allogreffe hépatique [38]. L'hépatite virale C, qui s'accompagne
fréquemment de désordres immunitaires non spécifiques et parfois de
phénoménes d'auto-immunité, représente maintenant du fait de sa fréquence, la

remiére étiologie a I’origine d'aAc en pathologie hépatique.
p g g p g patiq

1. Auto-anticorps anti-muscle lisse :

Les anticorps anti-muscle lisse ont été décrits en 1965 par Johnson dans les
sérums de patients atteints d’hépatite chronique active ou hépatite lupoide, en
utilisant I’immunofluorescence indirecte (IFI) sur des coupes d’estomac de rat

[49].

L’aspect de fluorescence polygonal du foie a ensuite été décrit par Farrow en
1971 [50]. En 1973 Gabbiani identifiait I’antigéne cible comme étant 1’actine
[51].

En 1987, le terme d’hépatite lupoide (consécutif a la présence d’anticorps anti-

nucléaires) a été remplacé par celui d’hépatite auto-immune de type 1 [52].

Types:

Les anticorps anti-muscle lisse reconnaissent des antigénes du cytosquelette,

parmi lesquels la desmine, la tubuline, la vimentine, les cytokératines, I’actine :

 les anti-muscles lisses de type actine-F (F pour « filamenteuse ») sont
relativement spécifiques de ’HAI de type I (60 %). Dans ce cas, les anti-
muscles lisses sont présents a des titres élevés (>1/80), en association a une
hypergammaglobulinémie et des anticorps antinucléaires (la classique hépatite

lupoide, décrite chez la femme jeune).
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s les anti-actine-F sont associés a une autre hépatopathie dans 17 % des cas :
syndrome de chevauchement ou formes mixtes HAI/CBP, hépatites virales ou

médicamenteuses (statines, fénofibrate, méthyldopa), cirrhoses alcooliques.

« dans 23 % des cas, ils sont associés a une maladie non hépatique : connectivite,
anémie de Biermer, thyroidite. L’anti-muscle lisse non F-actine sont non
spécifiques d’HAI. IIs peuvent étre rencontrés dans des cancers, maladies
systémiques auto-immunes, rejet de greffe hépatique, ainsi que chez le sujet

sain, a des titres plus faibles.[38][39]
Détection :

Les AML sont recherchés en routine sur triple substrat (foie-rein-estomac) de rat
en IFI. Ils donnent une fluorescence polygonale autour des hépatocytes dite « en
nid d’abeille » ; au niveau de I’estomac, ils marquent la muscularis mucosae et
la musculeuse ; au niveau du rein, on note une fluorescence de la paroi des
vaisseaux, des glomérules, et la fluorescence des épines inter-tubulaires est

caractéristique.

Les auto-anticorps recherchés sont des IgG. Le titre significatif est supérieur ou
égal a 160. Le typage anti-actine-F est alors indispensable, il peut se faire par IFI
sur cellules HEp2 traitées a la colchicine : en testant le sérum au 1/20, les AML
anti-actine-F apparaissent sous la forme de longs cables droits d’actine,
traversant I’ensemble de la cellule. Le typage peut aussi étre réalisé par

immunodot utilisant de I’actine-F purifiée polymérisée in vitro. [38][39]
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Figure 8 : Anticorps anti F-actine sur des cellules Hep-2 traitées par la colchicine [62].

2. Auto-anticorps anti LC1 :

L’ Immunofluorescence indirecte (IFI) sur foie/rein/estomac de rat reste la

technique de premiére intention pour la détection des AAc anti-LCl1.

Elle a pour avantage de permettre la détection simultanée de 1’ensemble des

autres marqueurs des HAIL

Les anticorps anti-LC1 (liver cytosol) sont avec les anticorps anti-LKMI1, les

marqueurs de 1’hépatite auto-immune de type 2 (HAI 2).

Ils sont présents dans 30% des HAI 2 en association avec des anti-LKMI, dans

10% des HAI 2 de fagon isolée, et dans 0,5 % des hépatites C.

Les anticorps peuvent étre négatifs en phase aigiie ; dans ce cas, un nouveau
dosage 2 mois plus tard est recommandé. Ils sont habituellement tres élevés lors
de la phase cirrhotique. Sous traitement efficace, ils sont négatifs en 1 a 3 ans,

toute persistance faisant craindre une rechute. {40}
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La fréquence des AAc anti-LC1 dans I’HAI-2 varie de 30 a 50 % [55, 56-58],
lorsque I’antigéne utilisé est un extrait de cytosol hépatique, et peut aller jusqu’a
70 % lorsqu’on utilise la protéine recombinante [61]. Bien que principalement
associé aux AAc anti-LKM1, 10 % des HAI-2 présentent un AAc anti-LC1 isolé
[41].

Il n’existe pas de différences clinico-biologiques significatives entre les HAI
avec anti-LKM1 et les HAI avec anti-LC1 a ’exception des maladies auto-

immunes associées qui semblent moins fréquentes dans le groupe avec anti-LCI

isolé [42].

L’anti-LC1 s’est révélé ne pas étre parfaitement spécifique de I’'HAI-2 puisqu’il
a été retrouvé dans d’autres affections auto-immunes du foie, en cas d’hépatite
virale C (HVC) ou de porphyrie cutanée tardive [43, 45, 44]. Mais ceux-ci

restent moins fréquemment associés a ’'HVC que les anti-LKM1.

L’intérét pronostic de ces AAc est certain, en effet leur titre varie selon le stade

de la maladie et le traitement utilisé [40].

Détection :

Technique de détection : immunofluorescence sur triple substrat (rein

/foie/estomac de rat) :
Rein : négatif

Foie : fluorescence homogéne des hépatocytes, épargnant les hépatocytes

jouxtant les veines Centro-lobulaires.

Estomac : négatif
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Les Ac anti-LC1 peuvent passer inapergus en IFI si les anti-LKM1 sont présents

a titre élevé.

Technique d’identification :

Immunodiffusion double: la présence d’un arc de précipitation est recherchée,
avec un extrait contenant du cytosol ; cet arc devra €tre coalescent avec un

sérum positif connu.

Immunoblot: technique de confirmation utilisant comme antigéne la formimino
transférase cyclo désaminase. Les tests disponibles permettent de typer
¢galement d’autres anticorps mis en cause dans les pathologies auto-immunes du

foie (M2, LKMI, SLA...). [46]

3. Auto-anticorps anti-LKM-1 :

Les anticorps anti-microsomes du foie et du rein (liver kidney microsome)
[LKM], également appelés anticorps anti-réticulum endoplasmique) sont une
éventualité rare, définissant les hépatites auto-immunes (HAI) de type II.

Plusieurs types de ces autoanticorps ont ét¢ décrits :

* les anti-LKM1 sont retrouvés dans 70 % des HAI type II, dans 3 a 5 % des
hépatites virales C (a des titres plus faibles), dans I’hépatite a I’halotane et dans

les réactions du greffon contre I’héte (GVH).

* les LKM2 étaient associés aux hépatites induites par [’acide tiénilique

(aujourd’hui retiré). [53,54]
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Auto-antigénes

L’antigéne LKM1 est localisé dans la fraction de microsome du foie et du rein.
La cible antigénique principale est le cytochrome CYP2D6 de 50 kDa. Ils
définissent les HAI de type II mais sont également rencontrés au cours des
hépatites virales C. Dans ce cas, ils reconnaissent des épitopes de la molécule
CYP2D6 différents de ceux de ’HAI de type II. Ces positivités croisées entre
les anticorps anti-VHC en ELISA et les anti- LKMI1 seraient dues a un

mimétisme moléculaire entre le CYP2D6 et le VHC.

Auto-anticorps

Des polypeptides de 62 a 66 kDa, identifiés par immunotransfert, peuvent étre la
cible d’anti-LKM1, en association avec 1’anti-50 kDa ou isolément. D’autres

cibles de 58, 40 et 35 kDa sont aussi décrites. [53,54]
Détection

Les anti-LKM1 sont recherchés en routine sur triple substrat (foie-rein-estomac)

de rat en IFL

Sur le foie, les anti-LKMI se caractérisent par une fluorescence cytoplasmique
intense dite « laquée » des hépatocytes (avec limite trés nette des noyaux) et une
fluorescence des tubules proximaux P3>P2>P1. Les tubules distaux et I’estomac
sont négatifs. Les anti-LKMI1 peuvent étre caractérisés par immunodiffusion
double, immunotransfert, immunodot ou ELISA. Les techniques utilisant le

CYP2D6 recombinant sont plus sensibles qu’avec un peptide synthétique.

Au cours des HAI de type 2, les anti-LKM peuvent étre associés a des anticorps
anti-cytosol (LC1) qui peuvent modifier I’aspect en immunofluorescence sur le

foie. [53,54]
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4. Anticorps anti cytoplasme des polynucléaires

neutrophiles (ANCA) :

Les anticorps anti cytoplasme des polynucléaires neutrophiles sont dirigés
contre des constituants des neutrophiles et des monocytes parfois,
essentiellement la protéinase 3 « PR3 » et la myéloperoxydase « MPO ».
Ils peuvent étre détectés par IFI en utilisant des neutrophiles humains
comme substrat révélateur. Il existe trois types d’ANCA : C-ANCA
réactivité contre la protéinase 3; P-ANCA habituellement associé a des
anticorps anti-myéloperoxydase, et P-ANCA atypique sur des cellules fixés
au formaldéhyde. D'un point de vue clinique, les ANCA sont importants pour
le diagnostic de certaines vascularites systémiques, en particulier c-ANCA qui
caractérise la granulomatose de Wegener, les P-ANCA dans la
polyangéite microscopique, et les P-ANCA atypiques dans la cholangite
sclérosante primitive. Ces derniers sont rencontrés chez 30% des HAI type 1, et

5% des PBC, mais aussi dans les MICI

Terjung et al ont montré que la majorité des p-ANCA atypiques réagissent
contre un complexe protéique du pdre nucléaire de 50 KDA, laissant suggérer
une nouvelle nomenclature pour cet anticorps : anticorps antinucléaire des

polynucléaires neutrophiles (ANCA).

5. Anticorps anti-nucléaires :

Les ANA représentent la marque sérologique non seulement pour le diagnostic
mais aussi pour le classement des HAI en type 1 et 2, aussi sont souvent détectés

a des titres élevés dans 70-80% des cas [56].
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AAN est tres évocateurs de I’HAI type 1 ; Ces anticorps ANA ne ciblent pas
seulement une seule protéine, mais ciblent un ensemble de structures présentes
dans le noyau comprenant les centromeéres, les ADN doubles brins, les histones,

et la chromatine [58].

Les Patients atteints d’HAI, a une réactivité homogeéne anti-chromatine est la

réponse la plus souvent observée par immunofluorescence chez ces patients

[57,58].
Détection :

La fluorescence détectée se localise sur le noyau ou dans le cytoplasme et peut
prendre différents aspects : homogene, moucheté, péri-nucléaire et nucléolaire,

centromere ....

Figure 9 : Immunofluorescence indirecte aspect homogéne «cellules Hep-2» [63].

La présence d'anticorps antinucléaires est associée a de nombreuses pathologies
: maladies auto-immunes, infections virales, néoplasies, intoxications, maladies

inflammatoires ....

Leur prévalence est de 15% au sein de la population générale.




Partie pratique
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VII. Objectifs :

Il s’agit d’une étude cas-témoins ayant pour :

#~ Objectif principal : la détermination de la fréquence des auto-anticorps non

Spécifiques d’organes « anti-nucléaires et anti-tissus » dans I’hépatite auto-

immune type 1.

#~ Objectif secondaire : ’évaluation de 1’apport des marqueurs immunologiques

dans le diagnostic de I’hépatite auto-immune type 1.

VIII. Patients et méthodes :

1. Patients :

L’étude a été¢ menée en collaboration avec les services de chirurgie générale
du CHU de BLIDA unité de frantz fanon, et de pédiatrie de 1’unité hassiba

benbouali. Le recrutement des patients s’est fait sur une période de 6 mois.

Les données cliniques, histologiques et radiologiques ont été recueillies sur

des fiches de renseignements préétablis.
Notre étude a porté sur 50 cas, a savoir :

e 20 patients atteints d’HAItype-1.
e 30 témoins répartis en: 12 cas d’hépatite chronique C, 10 cas de
cirrhose biliaire primitive, 4 cirrhoses d’origine non étiquetée et 4

sujets sains.
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HAI CBP Cirrhose d’origine HCV Sujets
type-1 non étiquetée sains
Effectif 20 10 4 12 4

Tableau 6 : Répartition des groupes« patients et témoins »

Les critéres d’inclusions :

o Pour le groupe HAI: Patients ayant une hépatite auto-immune

probable ou certaine selon le Score diagnostique simplifié par

I’TAIHG en 2008 (Tableau 3).

e Les témoins :

-Patients ayant une cirrthose biliaire primitive confirmée selon les

recommandations 2009 de [’American Association for the Study of LiverDiseases

(AASLD).

- Patients ayant une hépatite chronique C non traité, et n’ayant aucune

maladie auto-immune non spécifique d’organe.

Le sex ratio (H/F) dans le groupe des HAI est de 1/4, avec une moyenne

d’age au moment du diagnostic de 31.35ans (Tableau 7)

HAI (n=20) Témoins
(n=30)
Sexe Ratio (H/F) 1/4 11/19
Age (moyenne = DS) 31,35+ 18,5 46,3 + 18,7

Tableau 7 : caractéristiques générales de la population cas-témoins




On note aussi la présence de deux pics de survenue de la maladie, le premier

entre 10 et 19 ans, et le second entre 40-49 ans (Figure 10)

0-9 10-19  20-29 30-39  40-49  50-59  60-69  70-79 >80

Figure 10 : Répartition des patients HAI selon les tranches d’age

2. Meéthodes:

L'ensemble des patients ont bénéficié d'un dosage pondéral des
immunoglobulines IgG ,IgA, IgM et de la recherche des auto-anticorps non
spécifiques d’organe « anti-nucléaires, et anti tissus ».Pour cela, nous avons
procédé a des tests de dépistage par technique d’immunofluorescence
indirecte sur frottis cellulaire, et coupes d’organe, ainsi qu’aux techniques
immunoenzymatiques « ELISA »,et « Immunoblot » pour ’identification des
cibles. Aussi le dosage des GAM a été effectué par technique de

néphélométrie-laser.

a. Néphélométrie :

La néphélométrie laser mesure I’intensité du faisceau diffusé par des
complexes immuns formés en milieu liquide, dans une direction différente

de celle du faisceau incident et selon un angle ouvert ou fermé. L’intensité
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des rayons dispersés est proportionnelle a la quantité de complexes immuns

formés (Figure 11).
Coiecemesare
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Figure 11 : Principe de la néphélométrie laser

Le dosage pondéral des immunoglobulines GAM a été réalisé par
Néphélométrie laser sur automate BN ProSpec de Siemens® (Figure 12).

L’interprétation des résultats a été faite en fonction de 1’age des patients.

Figure 12 : Automate BN ProSpec de Siemens ®



b. Immunofluorescence indirecte (IFT) :

L’IFI (Figure 13) utilise les propriétés de la réaction antigeéne/anticorps. Un
anticorps possede la propriété unique, par son paratope ou site anticorps, de
se combiner spécifiquement a 1’épitope ou déterminant antigénique d’un
antigene, que celui-ci soit exogéne ou endogene (autoantigene dans ce cas).

Elle consiste en deux €tapes d’incubation séparées par des étapes de lavage.

Lors de la premiére incubation, le sérum du patient, source potentielle des
autoanticorps, est mis au contact d’un substrat (tissus ou cellules déposées
dans les puits d’une lame de microscope). Aprés lavage, une deuxiéme
incubation est réalisée avec un antisérum spécifique des immunoglobulines

humaines marqué par un fluorochrome.

Figure 13 : Principe de I'IFI sur cellule Hep-2 ou coupe d'organe

Trois notions sont importantes a envisager dans I’interprétation des résultats :
’aspect de la fluorescence, le seuil de positivité des résultats, et le titre en

anticorps.
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Réalisation du test :

La technique TITERPLANE (voir ANNEXE 1) a été développée par
EUROIMMUN pour standardiser les analyses immunologiques. Les
échantillons ou les anticorps marqués sont d'abord déposés dans les puits de
réaction du support de réactifs. Les lames a BIOCHIPs, sont ensuite placées
dans leur position correspondante sur le support de réactifs (avec l'ergot de
repérage), afin de mettre en contact les BIOCHIPs de la lame et les puits
contenant les échantillons. Ainsi, au moment de l'incubation, toutes les
réactions individuelles commencent en méme temps. Comme les fluides sont
confinés dans un espace clos, ['utilisation d'une «chambre
humide »conventionnelle n'est pas nécessaire. Il est possible d'incuber
n'importe quel nombre d'échantillons les uns & co6té des autres et

simultanément sous les mémes conditions.

Les étapes du test :

(1) Préparation:

Préparation des réactifs, des échantillons de sérums et de plasma.
(2) Pipetage:

Déposer un volume défini d’échantillon dilué dans chaque puits de réaction
de Titerplane en évitant les bulles d'air. Transférer tous les échantillons a
tester, avant de commencer l'incubation (jusqu'a 200 dépéts). Utiliser le

Titerplane avec son support en polystyréne.

(3) Incubation:

Commencer les réactions en mettant chaque lame & BIOCHIPs dans la
position correspondante sur le Titerplane (avec l'ergot de repérage). Vérifier

que chaque échantillon est bien en contact avec son BIOCHIP, qu'il ne

34



déborde pas et qu'il ne vienne pas en contact avec un autre échantillon

.ncuber 30 min. a température ambiante (+18°C a +25°C).
(4) Lavage:

Rincer les lames a BIOCHIPs avec un flux de tampon PBS-Tween (utiliser
un bécher) et les immerger immédiatement dans un bac de lavage contenant
du tampon PBS-Tween pendant au moins 5 min. Si possible agiter sur un
agitateur rotatif. Laver au maximum 16 lames par cuvette, ensuite remplacer

le tampon PBS-Tween avec du tampon neuf.
(5) Pipetage:

Sur un Tirerplane propre, déposer un volume défini d'anti-globuline
humainemarquée a la fluorescéine dans chaque puits de réaction. Faire tous
les dépots avant de continuer l'incubation. Utiliser une pipette a répétition. Le
sérum anti-humain marqué doit étre mélangé avant son utilisation. Pour
gagner du temps. Le conjugué peut étre pipetté sur d'autres supports de

réaction pendant l'incubation avec I'échantillon dilué.

(6) Incubation :

Sortir une lame a BIOCHIP du bac, et dans les 5 secondes, essuyer le dos et
le coté bas de la lame, avec une serviette en papier. Placer la lame a
BIOCHIPs immédiatement dans sa position sur le Tirerplane (avec l'ergot de
repérage). Ne jamais sécher les zones entre les puits de réaction. Vérifier que
les BIOCHIPs sont bien en contact avec les solutions. Procéder de la méme
fagon pour les autres lames. A partir de ce stade : protéger les lames de la
lumiére directe du soleil. Incuber 30 min. & température ambiante (+18 a

+25°C).
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(7) Lavage:

Remplir le bac de lavage avec du tampon PBS-Tween neuf. Rincer les lames
a BIOCHIPs avec un flux de tampon PBS-Tween (utiliser un bécher) et les
immerger dans un bac de lavage contenant du tampon PBS-Tween pendant
au moins 5 min. si possible agiter sur un Agitateur rotatif. 10 gouttes de bleu
Evans pour 150 ml de tampon phosphate peuvent étre ajoutées pour la contre
coloration. Laver au maximum 16 lames par cuvette, ensuite remplacer le

tampon PBS-Tween avec du tampon neuf.

(8) Inclusion:

Placer le milieu d'inclusion sur une lamelle couvre-objet en verre -
versermax. 20 pl par puits de réaction. Utiliser le support d'inclusion en
polystyréne. Sortir une lame a BIOCHIPs du tampon PBS-Tween et essuyer
avec une serviette en papier le dos, les 4 bords de lame, ainsi que toute la
surface autour (sauf entre les puits). Placer, face vers le bas, la lame avec les
BIOCHIPs jusqu'a ce qu'elle soit en contact avec la lamelle couvre-objet
préalablement préparée. Vérifier immédiatement que la lamelle couvre-objet

est bien positionnée. Corriger la position si nécessaire.

(9) Lecture:

Interpréter la fluorescence au microscope a fluorescence.

a) Pour la recherche des anticorps anti novaux :

Cette recherche a été réalisé chez tous les patients, elle s’est faite par

technique d’immunofluorescence indirecte sur frottis de cellule Hep-20-10

«“*EURQOPLUSANAMosaique” noyau cellulaire (ANA) IgG » (Figure

14). Le seuil de positivité a été fixé au-dela de 1/80°™,
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Figure 14 : Lames mosaique de BIOCHIPs (HEp-20-10)

b) Pour la recherche d’anticorps anti tissus non spécifiques d’organe :

Cette recherche a concerné tous les patients , La recherche de 1’anticorps
anti-muscle lisse, anti LKM de type 1, anti mitochondrie de type 2, et
enfin ’anti LC-1, a été faite sur triples substrats “Mosaique basique

Profile 2" IgG (Figure 15). Le seuil de positivité a été fixé au-dela de

1/40°™,
i f’" “ 1. m !
Y FES §,.'§ i
Li 1V 13 4 4 i 5
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Figure 15 : Lames mosaique de BIOCHIPs LKS

c¢. IMMUNOBLOT:

Principe du test :

L'IMMUNOBLOT est une techniques immunoenzymatiques ou des
antigénes sont  déposés en ligne sur bandelette de membrane de
nitrocellulose. Les bandelettes de membrane sur lesquelles sont déposées les
antigénes spécifiques sont incubés dans les boites d’incubation avec des

échantillons de sérum/plasma dilués a 1:101. S’ils sont présents, les
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anticorps spécifique du sérum/plasma du patient se lient alors a I’antigéne
situé sur la membrane. Les composants non liés du sérum/plasma sont retirés
en les lavant au cours des étapes de lavages suivantes. Les anticorps dirigés
contre I’immunoglobuline humaine, marqués au peroxyde du raifort
(conjugué), sont ensuite ajoutés. Pendant une période d’incubation, ils se
lient au  complexe  antigéne-anticorps  précédemment  formé,
I'immunoglobuline non liée est retirée au cours des étapes de lavage
suivantes. La mise en évidence des anticorps liés s'effectue a l'aide d'une
réaction enzymatique colorée au cours de laquelle le substrat incolore est
convertit en précipité (bleu). La réaction est stoppée au moyen de l'eau

distillée.

a) Pour la recherche des anticorps anti tissus non spécifiques d’organe :

Le test AESKUBLOT Liver Pro (Figurel6) est une méthode
immunoenzymatique sur membrane pour la mise en évidence qualitative
d’anticorps d’isotype IgG anti-AMA M2, Anti-Spl100, anti-LKMI1, anti-gp210,
anti-LC1 et anti-SLA dans le sérum ou le plasma humain. Les antigenes sont
déposés sur les membranes de nitrocellulose a des endroits définis de maniere a

former des lignes.
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AESKUBLOT Liver Pro
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Figure 16 : Test AESKUBLOT Liver Pro

b) Pour I’identification des cibles des anticorps anti nucléaires :

Le test AESKUBLOT ANA-12 Pro est une méthode immunoenzymatique sur
membrane pour la mise en évidence qualitative d’anticorps d’une sous-classe
d’igG anti-nucléosomes, anti-ADNdb, anti-histone, anti-SmD/1, anti-snRNP Ul,
anti-SSA/Ro60kD, anti-SSA/Ro52kD, anti-SSB/La, anti-Scl-70, anti-CENP-B,
anti-Jo-1 et anti-protéine ribosomale (Rib-P0) dans le sérum ou le plasma
humain. Les antigénes sont déposés sur les membranes de nitrocellulose a des

endroits définis de maniere a former des lignes. (Figure 17)
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Figure 17 : Test AESKUBLOT ANA-12 Pro

Les étapes du test :

a) préparation :

Dilution de réactifs concentrés : Dissoudre éventuellement les cristaux de sel
des concentrés de tampon de lavage. Les cristaux peuvent étre a nouveau dilués

en chauffant légerement, mais la température doit suffire.

Diluer a 1:20 le tampon de lavage concentré avec l'eau distillée. Fabrication du
tampon d'échantillon : ajouter 10 ml de tampon de lavage a un flacon de réactif

de blocage et bien mélanger.

b) Réalisation du test :




41

Etape Description

1. Assurez-vous que les préparatifs déerits dans la préparation ont été effectues avant le
début du test.

Placer la bandelette dans le bon sens (hgne de
controle et code coleur vers le haut) dans la boite
d'incubation. Ne toucher la bandelette qu'avec une
pincette. Ajouter 700 ul de tampon de lavage et 300
ul de tampon d'échantillon dans la boite d'incubation
avec la bandelette.

Recouvrir  complétement la bandelette avec la
solution et latsser mcuber 5 min sous agitation.

ECHANTILLON

3. Echantillon

Pipetez a chaque fois 10 wl d'¢chantillon de sérum plasma
dans la boite d'incubation avec la bandelette prévue et le
tampon d'échantillon.

4. \\\
’\@ /

~
30 min —

Incuber 30 minutes 4 20-32° C 68-89.6° F sous
agitation. Puis retirer completement ['échantillon.

5. , A
@- T Laver 3 fois pendat 5 minutes avec chaque fois
‘ o ‘ 1.3ml de solution de lavage en agitant avec

e e i - . : g
| \,/2 . précaution. Retirer la solution de lavage apres

chaque étape de lavage.

1 . |
CONJUGUE
6.
.\"u\“ \,‘.\
\\ A\ Ajouter 700 ul de solution de lavage et 300 ul de
\ — R conjugué dans chaque boite d'incubation contenant

l l Lrﬁ | une bandelette.




SUBSTRAT
9. SUB
v\ o \

0.~ AR
<O
e

STOP |

11.

. o
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Incuber 30 mumutes a 20-32° C 68-89.6° F sous
agitation. Retirer le conjugue.

Laver 3 fors pendant S mimutes avec a chaque fois
1.5ml de soluton de lavage en agitant avec
précaution. Retirer la solution de lavage aprés
chaque étape de lavage.

Pipeter 700 ul dH>O et 300 ul de substrat dans
chaque cavite.

Incuber 135 munutes a 20-32°C 68-89.6'F sous
agitation, protéger de toute exposition lumimeuse
intense. Retirer le subtrat.

Ajouter 2ml dedHAO. Incuber 1 mimute
sous agitation. Retirer le dH»O. Repéter

I'¢tape.

12 Retirer la bandelette de la boite d'incubation et sécher entre deux paprers filtre.

13.

Analvser les bandelettes incubees dans les 24 heures.
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d. ELISA

La technique ELISA est une technique immuno-enzymatique qui permet de
visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée produite
par l'action sur un substrat d'une enzyme préalablement fixée a l'anticorps. Cette
activité est fonction de la concentration de la substance a doser.ll s’agit d’une

technique sensible.

Elle est réalisée en 3 étapes (voir annexe 2):

La premiére étape consiste a fixer I'anticorps a doser :

On incube a 37°C dans les puits, la solution d'anticorps a doser pendant environ
30 minutes a 2 heures. Les anticorps se fixent spécifiquement sur l'antigéne. Les
puits sont ensuite lavés pour éliminer les anticorps & doser en exces avec du
tampon de lavage.

La deuxiéme étape consiste a fixer le conjugué :

On incube a 37°C dans les puits, la solution d'anticorps de détection pendant
environ 30 minutes a 2 heures. Les anticorps de détection se
fixent spécifiquement sur les anticorps a doser. Les puits sont ensuite lavés pour
éliminer le conjugué en exces avec du tampon de lavage. Notons que les
anticorps de détection sont couplés & une enzyme qui en présence de son
substrat le transforme en produit de réaction détectable et mesurable grace a
l'apparition d'une coloration.
La troisiéme étape consiste a révéler les anticorps fixés :

On incube a température ambiante et a l'obscurité pendant 10 minutes, une
solution révélatrice contenant le substrat pour l'enzyme. L'apparition d'une
coloration dans le substrat indique la présence de l'anticorps & doser. L'intensité
de celle-ci est proportionnelle a la quantité d'enzyme présent et donc a la

concentration d'anticorps recherché.
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Application: recherche des anticorps anti antigéne nucléaires solubles (SSA,

SSB, Sm, RNP, Scl70).

3. Analyse statistique :

Nous avons utilisé le test du y2 ou le test exact de Fisher pour comparer les
pourcentages. Les comparaisons portant sur les données quantitatives ont été
faites par un test t de Student. Les valeurs de P ont été calculées en analyse
bilatérale et le seuil de signification est fixé a une valeur inférieure a 0,05. Les
différentes analyses et les coefficients de corrélation ont été réalisés par EXCEL

et Graphpad.

IX. Reésultat :

1. Examens biochimiques :

1. Syndrome de cytolyse :

Il existe une perturbation des transaminases chez tous les patients atteints
d’hépatite auto-immune, de I’ordre de 2.9N pour les ALAT, et 2.5N pour les
ASAT, avec présence de différence significative entre les deux groupes. Il est a
noter également 1’augmentation plus intense des ALAT dans le groupe des HAI.

(Tableau 8)

HAI Témoins P
n=20 n=30
ASAT (XN)  2,585(%1,54) 1,46 (£0,72) 0,001

ALAT (xXN) 2,95 (x1,74)  1,32(+0,36)  0,0009

Tableau 8 : Caractéristiques biochimiques (ASAT et ALAT) des patients HAI
et témoins
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2. Syndrome de cholestase

Il existe une légere perturbation du bilan de cholestase « PAL, gGT » dans le
groupe HAI, n’excédant pas 2 XN, avec absence de différence significative entre

les deux groupes. (Tableau 9)

HAI Témoins P
n=20 n=30
PAL (xN) 1,165 (x£0,38) 1,52 (£0,83) NS
vGT (XN) 1,5 (£0,7) 1,25 (20,53) NS

Tableau 9 : Caractéristiques biochimiques (PAL et yGT) des patients HAI et
témoins

3.50
3.00
2.50

2.00

xN

1.50

1.00

0.50

000 ASAT ALAT PAL GGT

Témoin 1.46 1.32 1.52 1.25
Patients 2.59 2.95 1.17 1.50

Figure 18 : Caractéristiques biochimiques des groupes HAI et témoins
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2. Examens immunologiques :

a. Dosage pondéral des immunoglobulines :

Il existe une augmentation des IgG égal & 1,5xN dans le groupe des HAI
comparativement au groupe témoins, avec présence de différence significative

entre les deux groupes (p=0.003).

On note également des concentrations normales des IgM et IgA dans le groupe

des HAI. (Tableau 10)

HAI Témoins n=30 P
=20
IgG(N <16 g/) 23.92(+/-11.38) 15.67 (+/-7.06) 0.003

IgM(N <2,3 g/l) 2.32 (+/-1.4) 1.59 (+/-0.88) NS
IgA(N <4 g/l) 3.39 (+/-2.034) 3.67 (+/-2.03) NS

Tableau 10 : Résultats des dosages des Ig (GAM) dans les deux groupes

b.  Anticorps antinucléaires :

Les AAN sont revenus positifs chez 12 cas d’HAI soit 60%, comparativement
au groupe témoins, avec 8 cas positifs soit 27%, avec présence de différence

significative entre les deux groupes (P=~0.03) en faveur du groupe des HAI.

L’aspect de fluorescence le plus fréquent étant ’homogéne et le moucheté avec
7 cas pour chacun soit 35%, avec des titres allant de 1/80 éme au 1/1000 eme. Il
existe un P significatif de 0.004 entre les deux groupes, en faveur du groupe

HAL
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Concernant les autres aspects: nucléolaire, cystosquelette, dot nucléaire,

membrane nucléaire, on note leur absence dans le groupe HAIL

AAN Hep2 Patients Témoins P
(n=20) (n=30)

AAN +>1/80 12 (60%) 8 (27%) 0.03
Homogéne 7 (35%) 1(3.33%) 0.004
Moucheté 7 (35%) 1(3.33%) 0.004
Nucléolaire 0 1(3.33%) NS

Cytosquelette 0 1(3.33%) NS

Dot nucléaire 0 3 (10%) NS

MbrNucleaire 0 1(3.33%) NS

Anti-DNA 3(15%) 1(3.33%) NS

Tableau 11 : Fréquences des AAN et des différents aspects de fluorescence
chez les patients

Ces patients HAI positifs pour les AAN ont été testés pour 1’anticorps anti-DNA
et les antigénes nucléaires solubles, les résultats ont donnés 3 cas (15%) positifs
pour I’anti- DNA, 6 cas (30%) pour I’anti-SSA, 2 cas (10 %) pour I’anti-SSB, et

enfin un cas pour I’anti Jo-1(5%).
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Figure 19 : Répartition des anticorps anti antigénes nucléaires solubles dans les deux groupes

c. Les anticorps anti tissus non spécifique d’organe :

L’ AML est majoritairement retrouvé dans le groupe des HAI a raison de 15 cas
soit 75% comparativement au groupe témoin, ou on note 2 cas positifs atteints

d’HCV. 1l existe une différence significative (P <0.0001) entre les deux groupes

en faveur du groupe HAI.
LKS Patients Témoins P
n=20 n=30
AML + > 1/40 15 (75%) 3 (10%) <0.0001
LC1+>1/40 0 0 /
LKM 1 0 0 /
AMA 2 + > 1/40 0 11 (36.67%) <0.0001

Tableau 12 : Répartition des anticorps anti tissus non spécifiques d’organe dans
les deux groupes
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Par ailleurs, on note 1’absence de I’anti LC1 et ’anti LKMI1, marqueurs

immunologiques de I’'HAI type 2.

Il est a noter également que les témoins positifs en AMA?2 sont tous des patients

atteints de CBP.

25%

AML

neg

Figure 20 : répartition des anticorps anti tissus non spécifique d’organe dans le

groupe des HAI

Les anticorps anti muscles lisses sont associ€s aux anticorps anti-nucléaires chez

8 cas (40%) d’HAI type 1. Cette association est absente pour le groupe témoin.

HAI n=20
AML+ > 1/40 15 (75%)
AML/AAN 8 (40%)

Tableau 13 : Association AML/AAN dans le groupe HAI
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La sensibilité de ’AML a I’HAI est de 75%, et la spécificité est de 90 %. En
revanche, on note une diminution de la sensibilité de ’AML en association aux

AAN a 40%, mais avec augmentation de la spécificité a 97%.

Sensibilité  Spécificité Odds ratio
AML 2 1/40 75% 90% 27
AML et AAN 40% 97% 19.33

Tableau 14 : Sensibilité, spécificité et odds ratio de I’association AML/AAN.

d. Corrélation entre ’AML et le taux d’IgG :

Les patients ayant un AML positif dans le groupe des HAI ont une moyenne en
IgG de 23.65 (1.5 x N).
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Figure 21 : Taux en IgG des patients ayant un AML positif.
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L’étude de corrélation entre IgG/AML a objectivé :

- Un coefficient de Pearson r = 0,33
- P=0,22 non significatif |
Il existe une corrélation positive entre la concentration en IgG (g/1) et le titre des

AML mais qui est non significative.
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Corrélation entre le titre AML" IFi" et IgG ans dans le groupe HAI




52

X. Discussion

1.  Caractéristiques épidémiologiques :

Pour le groupe HAI, on note une prédominance féminine avec un sex ratio
(H/F) de 1/4, et une moyenne d’age de 31 ans , avec la présence de deux pics de
survenue de la maladie, le premier entre 10 et 20 ans, et le deuxieme entre 40 et
50 ans, li¢ probablement a I’arrivée de la ménopause. Ces résultats rejoignent
ceux de Duclos et Gossard, ou ils rapportent un sex-ratio (H/F) de 1/4, avec les

mémes pics de survenue [64, 65, 66].

2. Caractéristiques biochimiques :

Nos résultats concordent globalement avec les données de la littérature en ce qui
concerne les perturbations du bilan biochimique, on note un syndrome de
cytolyse modéré (<3xN) chez nos patients atteints d’HAI, avec des taux en
ALAT supérieurs aux ASAT, confirmant ainsi [’origine hépatique de la
perturbation [67,68]. En revanche, ce syndrome fluctue avec des périodes plus
ou moins prolongées durant lesquelles les valeurs des ASAT et des ALAT

peuvent €tre fortement perturbés.

Cette augmentation des ASAT et ALAT est en faveur de la destruction de
P'unité fonctionnelle du foie : I’hépatocyte. Ces résultats confirment les données

rapportées dans les publications [69, 65, 66,70].

On note aussi la présence de cholestase biologique chez la moitié de nos patients
HAI (<2xN), elle peut méme dominer le tableau dans 20% des cas [71,72], il
s’agit d’HAI variante cholestatique.
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3. Caractéristiques immunologiques :

Dans notre série des HAI, On retrouve une augmentation des IgG > 1.5N, ceci

étant rapporté dans la littérature [73, 66,72].

Les concentrations d’IgA et IgM ne varient pas dans notre étude, ces mémes

résultats sont retrouvés dans les différentes études publiées [70, 72].

Les AAN sont les marqueurs des processus auto-immuns, fréquemment
retrouvés dans les connectivites et peuvent étre aussi détectés dans d’autres

situations (maladies inflammatoires, sujets sains).

Dans les pathologies hépatiques, et selon les données de la littérature, leur
prévalence est élevée en particulier dans les HAI par rapport aux autres
étiologies [74], les AAN présentent des réactivités hétérogénes contre de
multiples cibles nucléaires, d’ou les différents aspects rencontrés : homogene,
moucheté [75]. Dans notre série, les AAN sont revenus positifs chez 12 cas de
nos patients atteints d’HAI soit 60%. Ceci est conforme aux résultats rapportés
par Chazouilléres et Corpechot qui rapportent une fréquence de (50-70 %) [77],
alors que Selmi et Achanza rapportent des fréquences plus élevées 70 a

80% [76].

Selon de nombreux auteurs, ces AAN donnent principalement une fluorescence
homogene et mouchetée avec une fréquence similaire (34% vs 38%) [75], ils
sont dirigés essentiellement contre le DNA monocaténaire (57 a 85 %), ou
bicaténaire (0 & 50 %), anti-histones (25 a 40 %), anti-chromatine (39 %) [78],
et/ou les antigenes solubles nucléaires : SSA « 20%-35% » [79,80], SSB « 0-
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10% » [80]. Ces fréquences dépendent des maladies auto-immunes non
spécifiques d’organe associées a ’HAI. Dans notre série d’HAI, la fréquence
des anticorps anti-SSA et anti-SSB est respectivement de 30% et 10%, ce qui

concorde parfaitement avec les données de la littérature suscitées.

On n’a pas enregistré des cas positifs en anticorps anti LKM1 et/ou anti LC-1
dans notre série, parce qu’il s’agit de marqueurs caractéristiques de 1’hépatite

auto immune de type 2 [81, 75].

L’AML est dirigé contre plusieurs composants du cytosquelette de la cellule, sa

signification clinique dépend de sa spécificité antigénique.

Dans notre série, les AML sont significativement retrouvés dans le groupe HAI :
75 %, comparé aux groupes témoin (10%). Ces AML sont associés aux AAN
dans 8 cas soit 40%. Toutes ces données corroborent ceux de la littérature

[82,83, 84,85]. (Tableauls5).




AML Année | Pays HAI Références

Notre série / Algérie 75% /
Algérie 58%

Hakem et al 2005 91
BEO (29/50 cas)

Padelli et al 2011 | France | 70a 85% 82

Czaja et al 2005 | USA > 80% 89

Corpechot et al | 2010 | France > 80% 34

Granito et al 2007 | Italie 81% 90

Heurgué etal | 2007 | France 73% 83

en désaccord avec d’autres [87,88].

Tableau 15 : Fréquence des anticorps AML dans I’HAI dans différentes études

(97%), ce qui est en concordance avec les données de la littérature.
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La spécificité de ’AML dans I’HAI est trés élevée a I’ordre de 90% avec une

sensibilité de 75%, cette spécificité s’éleve lors de 1’association AML/AAN

En ce qui concerne la corrélation entre AML et le taux d’IgG, le coefficient de
Pearson (r) calculé est de 0.33, objectivant ainsi une corrélation positive mais

qui n’est pas significative, ceci rejoint les résultats de certains auteurs [86], mais
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XI. Points forts de I’étude

» Présence d’'un syndrome de cytolyse = 2.5 x N.

» IgGélevé =1.5x N.

> Sensibilit¢ de 'AML (75%) est supérieure a la sensibilit¢ des AAN
(60%), par ailleurs la spécificité des AML associés aux AAN est
supérieure a la spécificité des AML seuls (97% contre 90%).

XII. Conclusion :

» La perturbation du bilan immunologique dans I’hépatite auto-immune est
trés fréquente, et devrait étre interprétée en fonction des données cliniques

et biochimiques du patient.

» La recherche d’auto anticorps non spécifique d’organe est au cceur de la
démarche diagnostique dans les HAI, et la recherche de I’AML par
immunofluorescence indirecte reste le gold standard vu sa bonne
sensibilité. De ce fait une bonne maitrise des examens immunologiques
permet une prise en charge thérapeutique précoce, donc un pronostic

meilleur.
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Technique TITERPLANE™

Fame a BIOCH!P

BIOCHIPs

Support de reactit

Pipetage: 30 ul par puts

_\/_\/_\ﬂ/_\/- echantiflons dilues
060000 _ocoooao

Incubation: 3o mum

| e |

Lavage: Ricer 1~
< i dans fe bae

de lavage
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Pipetage: 25 ulpar puits

_\‘ Al /_ Anticorps conjuguie

BOOOO AAARNA

Incubation: 0 mm

Lavage:  Rincer i~
Smin dans le bac
de lavage
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Inclusion:  max. 1u ul par pus
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O.0. 0. 0.0
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Evaluation:  microscopie a

P - . ~
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Annexe 1: Technique TITERPLANE
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Annexe 2: les étapes de la méthode ELISA indirect




Marqueur Sérologique

Anti SLA

Anti-actine

Anti-LC-1

Anti ASGR

Anti-chromatine

Anti-peptide cyclique
citruliné

Cible moléculaire

Ribonucléoprotéine
tRNP(ser)sec

F-actine
a-actinine

Formimino-transférase
cyclodéaminase

Récepteur de P’asialoglyco-
protéine.

Chromatine

Peptides Citrullinés.
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Valeur Pronostique

Histologique sévere.

Longue durée de traitement.
Rechute aprés arrét du
traitement.

Dépendance au traitement.
Défaillance hépatique et
transplantation.

Association avec DRBI*0301.
Présent quand les autres
marqueurs sont absents.
Dépendance au traitement chez
les enfants.

Insuffisance hépatique et
transplantation.

Complications cliniques et
histologiques sévéres si
réactivité contre I’actine ou I’o-
actinine.

Hépatites autoimmune type II.
Principalement les enfants et les
aduites jeunes.

Présent quand les autres
marqueurs sont absents.
Association avec d’autres MAL
Inflammation hépatique sévere.
Progression rapide vers la
cirrhose.

Augmentation de I’apoptoses
hépatique et présence d’hépatite
d’interface.

Activité histologique résiduelle
Réponse adéquate au traitement
Rechute aprés arrét du
traitement

Rechute apres traitement
Dépendance au traitement
Inflammation active

Cirrhose et insuffisance
hépatique

Arthrite rhumatoide érosive
Ac prédictif de la survenue de
PR

Annexe 3 : Marqueurs sérologiques pronostiques dans I’hépatite auto immune
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CHU BLIDA -
LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE MEDICALE | N*DOSSIER:

UNITE D'IMMUNOLOGIE

Fiche de renseignements
Hépatopathies auto-immunes+ Hépatite chronique C

Médecin traitant ...

Nom: Prénom : Profession:

Date de naissance : Adresse/ N° de téléphone :

Hopital / Service : Date du prélévement : /
/

1

Diagnostic retenu :

Antécédents personnels :
Tabac (J Alcool (J  Hypercholestérolémie (]

.............................................................................................................................................

Date de début destroubles : ....oovrviviiiiiiiii i

Manifestations extra hépatiques :

DID O Hypothyroidie () AUEIES : i e
Vitiligo O Vascularite (J Phénoménederaynaud (J Alopécie
Arthralgie (J Arthrite (J localisation :.........ccoerivreveeereresreeine e
RCUH O Crohn () Diarrhées chroniques O
Autres:.......c.ocoeeiinens

Autres manifestations : .........cccovvviiiiiiiiiiinn

Echographie abdominale :

.............................................................................................................................................

..............................

Biopsie hépatique: date:...............coovviiiinininnnn.

Nécrose parcellaire O lésions ductulaires (J  inflammation portale
Infiltration lympho-plasmocytaire (J Ductopénie O Granulome

Hépatocytes en rosette O Fibrose septale (J  nécrose tubulaire en pont

Hépatocytes multinuclées O CDL ) Cirrhose

O

0000
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Score de METAVIR :

Sérologie virale: date: ......c.ooeeininin

AgHbs () AgHbe (3 Ac anti Hbs () Ac anti Hbe () Ac
anti Hbe

Ac/Ag anti-HCV () GENOLYPE: ©vvevviineirieriaainaennennnns Charge
virale :

Bilan biologique:

ASAT/ALAT

Y GT/PAL

Bil T/Bil I

Plaquette

Gamma

IgG/IgM

Traitement :

Annexe 4 : fiche de renseignement hépatopathies chroniques
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Résumé:

Il existe trés souvent des perturbations immunologiques qui s’accompagnent par une production
d’auto-anticorps spécifiques et non spécifiques d’organe dans les hépatites auto-immunes. Le but de
ce travail étant la détermination de la fréquence des auto-anticorps non spécifiques d’organes « anti-
noyau et anti tissus » et la différence d’apparition dans le groupe de I’hépatite auto-immune et celui
des témoins, ainsi que 1’évaluation de 1’apport diagnostique de tests immunologiques.

Notre étude a porté sur 50 patients dont 20 atteint de d’hépatite auto-immune et 30 témoins répartis en
12 cas d’hépatite chronique C, 10 cas de cirrhose biliaire primitive, 4 cirrhoses d’origine non
étiquetée et 4 sujets sains. L’ensemble des patients a bénéficié de la recherche des anticorps anti-
nucléaire sur cellule Hep-2, et de la recherche des anticorps anti-tissus sur triple substrat « estomac-
foie-rein » et du dosage pondéral des IgG, IgA et IgM.

La recherche d’auto anticorps non spécifique d’organe est au cceur de la démarche diagnostique dans
les hépatites auto-immune. De ce fait une bonne maitrise des examens immunologiques permet une
prise en charge thérapeutique précoce, donc un pronostic meilleur.

Summary :

In the autoimmune hepatitis, the immunological disturbances are very often accompanied by a
production of organ specific and non-specific autoantibody. The purpose of this study is the
determination of the frequency of non-specific autoantibodies of "anti-core, anti-tissue"and the
difference of occurrence in the group of autoimmune hepatitis and that of witnesses, and the value that
immunologic tests bring to diagnosis.

Our study included 50 patients, including 20 suffering from autoimmune hepatitis and 30 witnesses
which 12 cases of chronic hepatitis C, 10 cases of primary biliary cirrhosis, 4 unlabeled cirrhosis and
4 healthy subjects. All patients benefited from the research of anti-nuclear antibodies in Hep-2 cells,
and for anti-tissue antibodies on triple substrate "estomac- liver-kidney" and the weight determination
of 1gG, IgA and IgM. The search for nonspecific antibodies is the heart of the diagnostic approach in
autoimmune hepatitis. Therefore good control of immunological examinations allows taking early
treatment, so a better prognosis.
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