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La liste des abréviations

AAN: anficorps antimucléaires

Ac: anticorps

ACI: Arthrite chronigue juvénile

Ag: anfigéne

AFA: anticorps antifillaggrine

AKA: anticorps anti-kératine

AK: anti-kératine

AMBE . Ambulatoire

Anti-CCP: anticorps anti-peptides citrullinés
Anti-RNP: Anti-ribormcleoprotein
Anti-SSA: anti Sjogren's syndrome antigen
Anti-S8B: anti single side Land

APF: anticorps anti-factenr périnucleaire
APN: anti-péri nucléaires

BCR : B cell veceptor

C : constante

CPA : cellule présentatrice d’antigéne
CRP : C Réactive protéine

C1 : complexes immuns

DC : cellule dendritique

ELISA: erizyme linked immunoassay

Fe: fragment constant

FGF1 ET 2: Fibroblast Growth Factors 1 and 2
FR : facteur rhumatoide

GF: grands enfants

lgG: immunoglobuline G

[L : interleukine

IFT ; immumofluorescence indirecte

IRM : L'imagerie par résonance magnéfique
ImmunoScan RA :

LB lymphocyte B

LT : lymphoeyte t
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LED: Lupus Erythémateux Disséminé

M1: Medicine interne:

ME. . naturello killor

MRE: Mourfiuson

OMS : organisation mondial de la santé
PAD: peptidyl-argininedésiminase

PDGF: Platelet Derived Growth Factor

PR: polyarthrite rhumatoide

PN: polynucléaires neutrophiles

SCID: severe combined immunodeficiency
SIDA : syndrome immunodéficience aoquise
TCR : T cell receptor

TGE-B: Transforming Growth Factor beta
TMT: tumor neoroaca faotor

V: variable

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
VIH : virus d immunodéficience immun
VS: vitesse de sedimentation
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1. Introduction

I. Introduction

Vivant dans un environnement hostile, rempli d'une multitude de micro-organismes
qui, pour la plupart, « tévent » de pénétrér dans nofre corps, milien idéal pour leur
développement ef leur reproduction. C'est pourquoi notre organisme a développé un ensemble
de mécanismes complexes regroupés sous le terme de systéme immunitaire. Ce dermer est

capable de reconnaitre ce qui lui est étranger afin de le newtraliser of le détruire, mais sans

attaquer ses propres constituants, pourtant formés par le méme type de molécules. Clest la

fonction d'identification et de la discrimination les éléments de l'organisme (le soi). des

molécules érangéres (le nan soi).

Une anomali¢ dans "harmaonie du fonctionnement de ce systéme améne les cellules a
déceler faussement les cellules de san propre organisme comme étant de nature étrangére et a
les combattre, ce qui provoque des maladies auto-immunes. Il existe 2 grandes catégories de
maladies auto-immunes : celles qui sont limitées 4 un organe (maladies auto-immunes
« specifiques d’organe») et celles qui touchent plusieurs organes snccessivementi ou

simulianément (maladies auto-immunes « systémiques »).

A ce jour, plus de 80 maladies auto-immunes ont éé individualisées [1]. Les maladies
auto-immunes d’organe les plus courantes soni le diabéte de type 1, la thyroidite d’Hashimoto
(hypothyroidie), la maladie de Basedow (hvperthyroidie) et la sclérose en plaques. Les
pathologies auto-immunes systémiques les plus communes soni le lupus érythémateux
disséminé et la polyarthrite rhumatoide (PR). Cette derniére est considérée comme la plus
fréquente des maladies rhumatismales chroniques inflammatoires de 1*adulte. Etani une

maladie chronique, elle peut causer des lésions permanentes et étre une cause d'invalidité.

Selon les estimations, 0,7 4 1% de ia popuiation algérienne, soit prés de 300 000
personnes, sent touchées par la Polyarthrite rhumatoide avec une irés nette prédilection ponr

les femmes (frois fois plus de femmes que d'hommes). Quatre vingt pour cent des cas de

polyarthrite rthumaloide touchent les femmes notamment, celles dgées de 35 4 55 ans et

parfois moins [2].
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Dans la PR les cellules du systéme immunitaire sattaquent aux articulations
notamment, en produisant des anticorps nocifs appelés « anto-anticorps ». Les auto-anticorps
les plus prédictifs de I'apparition de la maladie un an aprés leur découverte dans le sérum du
malade sont les anti-CCP, les facteurs rhumatoides et les anticorps antipérinucléaires.

La recherche de ces marqueurs est done primordiale pour établir le diagnostic [¢ plus
rapidement possible, ce qui permet la mise en ceuyre du traitement précoce. Plusieurs
méthodes permettent d'évaluer ¢es marquenrs avee exactitude de maniére 4 annoncer un fitre
précis en Ulml: Le test au latex, La réaction de Waaler-Rose, les Méthodes
néphélémétriques et des méthodes immunoenzymatique de type ELISA.

Dans ce contexte, Un RF négatif n'exclut pas la PR, mais plutét, I'arthrite est appelée
« séronégatifs ». Au cours de la premiére année de maladie, le facteur rhumatoide est plus
susceptible d'étre négative chez certains individus & convertir séropositivité au fil du temps.

De nouveaux tests sérologigues ont éi¢ développés qui teste la présence de soi-disant
anti-p »péptide citrullinés {(AAPC) Comme FR, ces tests somt positfs que dans une
proportion (67%) de tous les cas de PR, mais sont ravemenl posilifs si PR n'est pas présent, ce
qui lutl donne une spécificité de 95 8% environ[3]. Est-ce que I'ELISA anti CCP, Immuno-
néphélémétrie, immuno-turbidimétric sonf plus sensibles et donnent des résulfats plus
homogenes que les techniques d’agglutination ? Est-ce quelles permettent une meillcure
standardisation des résultats 7

Pour les raisons citées ci-dessus, nous nous sommes intéressées a I"étude des nouvelles
techniques immunologiques de détection des marqueurs rhumatoides. Pour cet effet, notre

madeste travail comportait deux parties : théorique et expérimentale.

Dans la partie théorique, nous avons essayé d’exposer le systéme immunitaire, en
gvoquant des généralités sur leurs organes, cellules et molécules, et d’écrire son
fonctionnement et comment des erreurs peuvent survenir sur plusiewrs plans de ce systéme et
donner naissance a des maladies auto-immunes. Et on & terminé par ane synthése portant sur
la polyarthrite rhumatoide et les marqueurs biologiques caractérisant cette maladie auto
immune.

Dans la partie expérimentale, on a présenté le matériel utilisé, les méthodes snivies et
les résultats obtenus de notre fravail dans le laboratoire «Service d’immunologie Sainte
Thérése- CHU Annaba "enfin cette parfie est términée par une conclusion.
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11. Généralités
I1.1. Le systéme immunitaire

Le systeme immunitaire est notre meillenr systéme de défense contre la maladie : il
chasse les virus, attaque les champignons, tue les parasites ainsi gne les cellules ramorales [3].
Le systéme immumitaire est méme un élément essentiel d notre survie. [ovisible & 1"l nu, il
ne peut €ire identifié & un organe unique et doit assurer sa présence partout dans le corps, a
toute heure du jour et de la nuit. De quoi est-il fait? Comment agit-il? C’est & ces questions

gue nous allons tenter de répondre.

TL.L.1. les composants du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire a pour fonction de protéger 'organisme des lésions causées
par l'imvasion de microorganismes (bactéries, virus, champignons et parasites). Cette fonction
est assurde par les leucocytes ef par on certain nombre des cellules accessoires. Ces cellules
sont dispersées dans I'organisme, mais sont localisées préférenticllement dans les organes
lymphoides. Elles sont particuli¢rement nombreuses aux sites dentrée potentielle des
pathogénes (les mugueuses des poumons et de l'intestin). Les cellules compétentes recirculent
entre ces différents tissus en utilisant les circnlations sanguine et lymphatique Parham (2003).
Au cours de ces migrations, elles interagissent ies une avec les autres afin d'organiser une
‘réponse Immune coordonnée ayvant pour but d'éliminer les pathogénes ou de minimiser les
dommages qu'ils peuvent induire. Cette partie du chapitre introduit le coneept des cellules et
des tissus du systéme immunitaire ainsi que des molécules. Ces demiéres sont impliquées
dans I’induction, 'mhibition et le conirdie des cellules et des ussus spécialisés remplissent

leurs fonctions immunifaires.
I1.1.1.1. Les organes Lymphoides
Les organes lymphoides sont des tissus organisés oli les lymphocyfes interagissent

avec des cellules non lymphoides qui Jjonent un role important 4 la fois, pour leur maturation

et pour la mise en place des réponses immunes adaptatives. D’une maniére générale, on les

classe en organes lymphofdes centraux (ou primaires) dans lesquels les lymphocytes sont
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formés, et en organes lymphoides périphériques (ou secondaires) oir les réponses immunes
sont engagées. Les organes [ymphoides cenfraux sont la moelle ossense et le thymus
(figure 1) Chapel et al. (2004).

Les lymphoeytes T et B naissent dans la moelle osseuse, mais seuis les LB y achévent
leur maturation. Les LT pour leur part, nﬁgren't vers le thymus pour y étre maturés. Une fois
leur maturation terminée, les deux types de lymphocytes sont libérés dans la circulation
sanguine et, par cette voie, migrent vers les organes lymphoides périphériques. Les
lymphocytes matures naifs qui quittent les organes lymphotdes primaires sont désormais aptes
4 répondre a I"antigéne pour antant qu’ils le rencontrent de maniére adéquate [4].

Les agents pathogénes peuvent pénétrer dans I'organisme par différentes voies et y
créer des infections, mais la rencontre de I"antigéne avec les lymphocytes ne se passent que
dans les organes lymphoides périphérigues : les ganglions lymphatiques, [a rate ef les tissus
Iymphoides associés aux muqueuses. Les lymphocyies vierges recirculent constamment &
fravers ces fissus oit I"anfigene ast amené depins les sites d*infection ef on 11 ast capté par des

cellules spacialisés Janwey er al. (1997)

Viassmair ymahsugue
L ]

Bpm il

A =

Figure 1: Les principaux organes du systéme immunitaire [5].
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Les réponses immunes sonf médiées par les lencocytes qui dérivent de précurseurs
dans la moelle osseuse. Tous les éléments cellulaires du sang, v compnis les globules rouges,
les plaquettes et les globules blancs du systéme immunitaire dérivent originellement d'un
méme progéniteur, "La cellule souche hématopoiétique” qui donne naissance a des différents
types cellulaires (se sont des cellules pluripotentes). Leurs premiéres descendantes ont des
potentialités restreintes; elles sont les progénitrices immédiates des globules rouges,; des
plaqueties et des principales catégories de globules blancs Janwey er al. (1997).

Les cellules immunitaires (lencocytes) proviennent du progénitenr myéloide et du
progéniteur lymphoide (figure 2). Le progénitenr myéloide cst le précurseur des
macrophages/monocytes et des granulocytes gui interviennent dans I'immunité naturelle,

_Mb-ilealﬁe,lﬁg

o |olo @ @DHO

cagénnaty Frogemtem F‘mﬁ&-ﬂemdu
yriphokie ';'D!O'E“:‘Tl‘f: earym:\flﬂ) ;@mmﬁ El'&hmla ‘

= 1 . W W

>
7

Figure 2 : Différenciation des cellules sanguines Janeway er al, (1997).
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Les macrophages: sont largement présents dans les différents tissus. Ils sont
originaires des globules blancs circulants appelés monocytes (figure 3-A). Les macrophages
tissulaires sont des grandes cellules caractérisées par un cytoplasme abondant avec de
nombreuses vacuoles qui contiennent souvent du matériel ingéré [6]. Dans 'immunité innée
aussi bien que dans "'immunité adaptative, ["un des principaux rdles des macrophages consiste
a phagocyter, 4 mer et 4 digérer les micro-organismes étrangers tout en conservant certains de
leurs composants chimigues antigéniques Parham (2003). Ces derniers sont alors parvenus 4
1a surface de leur membrane afin que les lymphocytes puissent les détecter : les macrophages

font partie des cellules présentatrices de I’antigéne Janwey el al. (1997).

Les granulocytes nentrophiles : sont des phagocytes capables d'avaler et de digérer
les agents étrangers. Comme leur nom 1'indique, ils possédent des granules qui peuvent étre
exocyiés afin de limiter I'inflammation a I'endroit de l'infection [7] (figure 3-B).

Les granulocytes basophiles: atiirent les autres globules blancs en déversant
I'bistamine comenue dans lews granules. Cette histamine active la réaction inflammatoire el
intervient également dans les réactions allergiques [7] (figure 3-C).

Les granulocytes éosinophiles : sécrétent des substances qui tendent 4 limiter l'action
de T'histamine des granulocytes basophiles. Leur role est de s'attaquer aux parasites sans les
phagocyter: ils se fixent dessus, déversent leurs granules qui contiennent des enzymes
destinés a les détruire [7] (figure 3-D).

Les cellules dendritignes : le type cellulaire principal qui coopére avec les
lympheeytes pour amorcer la rtéponse immunitaire adaptative est celui des cellules
dendritiques. Elles ont une morphologie étoilée et se retrouvent dans des nombreux tissus.
ainsi que dans le sang [6] (figure 3-E). Les cellules dendritiques (DC) sont les cellules
présentatrices des antigénes les plus efficaces. Leur capacité & stimuler des cellules T allo
réactives ou spécifiques d'antigénes dépasse largement celle des lymphocytes B ou des
monocyies Burmester et Pezzutto (2000).

Les mastocytes : sont des cellules originaires de la woelle osseuse que *on retrouve
dans le fissu conjonefif (figure 3-F). Leurs granules cytoplasmiques contiennent des

substances quoi contribuenl aux processus inflammatoires Benzair (2003).
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Les cellules de Ta lignée lymphoides dérivent du méme précurseur - le progénitenr
Iymphoide commmn. Ces cellules sont présentes essentiellement dans le systéme lymphatique,
d’oi leur nom (les lymphocytes). 1l existe trois types principaux de lymphocytes: les
lymphocytes B (figure 3-G). les lymphocytes T (figure 3-H) et les cellules NK (natural killer).

Les lymphocytes B: comptent pour environ 10 % des lymphocytes qui circulent dans
le sang. Dans organisme il existe de trés nombrenx «clones» ou populations de
lymphocytes B qui se différencient par le type d'anticorps qu’ils présentent sur leur membrane
Male ef al. (2007). Lorsqu'une molécule antigénique pénétre dans I'organisme, elle a de
grandes chances d’étre détectée par quelques lymphocytes B qui portent des anticorps qui lui
sont spécifiques. La reconnaissance de cel antigéne active les lympliocytes B et se traduit par
une multiplication intense de ces cellules par mitose [8]. Les Lymphocytes B obtenus se
différencient alors en cellules « effectrices » : plasmoeytes (lymphocytes B sécréteurs) ou en
cellules « a mémaire »,

Les plasmocytes : o lymphocytes B sécréteurs (grands globules blancs) sécrétent des
anticorps, Un plasmocyte actif pent sécréter jusqu’a 5000 anticorps (ou aussi appelés
smmunoglobulines) identiques par seconde [9]. Ces anticorps se fixent alors sur les antigénes
et bloquent leur pénétration dans les cellules. Un anticorps lié 4 on antigéne est appelé un
complexe immun, Ceux-cj sont ensuite éliminés par des phagocytes.

Les lymphocytes « & mémoire » ; sont des cellules possédant une longue durée de
vie. Elles se transforment en cellules effectrices beaucoup plus vite que les lymphocytes qui
n’ont jamais rencontré ’antigéne, d”ou lenr utilité.

11 existe une population des LB dite «L B-CD3 » caractérisée par I’expression de la
molécule CDS, ces cellules produisent des anticorps appelés : « naturels » qui sont poly
réactifs Male er al. (2007).

Les lymphocytes T: Les pré-thymocytes sont les précurseurs des cellules T
(lymphocytes T). Ay cours de leur maturation, elles commencent a migrer vers le thymus
(dés la 8™ ou 9" semaine de gestation chez ’homme) Semana (2010). On observe deux
populations des LT : les lymphocytes T8 ef les lymphocytes T4 qui surveillent les membranes
cellulaires. En effet, une cellule infectée par un virus exprime & sa surface des fragments
d’origine virale et différe done d'une cellule saine. C’est ainsi que les lymphocytes T

détectent les cellules infectées.
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Les cellules T cptotoxiques (CDgt): elles jouent un rdle important dans la
desimuetion les cellules infoctées. Ces cellules fonctionnent comme des cellules tueuses
(‘killer' en anglais) ou cytotoxiques car elles détruisent des cellules cibles exprimant des
antigénes spéceifiques qu'elles reconnaissent Janwey ef al. (1997),

Les cellules CD4+ (T-Helper) : sont des intermédiaires de la réponse immunitaire et
proliférent pour activer d'autres types de cellules qui agiront de maniére plus directe sur la
réponse. Les cellules CDyt régulent ou aident & la réalisation daumres fonctions
lymphocytaires. On sait qu'elles sont la cible de l'infection 2 VIH; 1a chute de leur population
entraine le SIDA [7].

Les T régulateurs : aident 4 prévenir activation des lymphoeytes auto-immuns qui
détruisent les cellules de leur propre organisme. Auparavant appelé « T suppresseurs », ils
sont trés importants pour le maintient de I’homéostasie. Le rdle principal est de réprimer

I"activité des cellules de I'immunité, soit auto-immune, soif en fin de la réaction immunitaire.

Les lymphocytes NK sont un type de lymphocyles présentant des margueurs de cellule
T (CD3) et des marqueurs de cellules NK (fig.3-1). IIs sont capables de lyser des cellules
étrangéres 4 l'organisme de maniére indépendante de I'antigéne et sans activation préalable, au
contraireé des lymphocyies T et B. Par leur fonction de lyse, on peul les rapprocher des
lymphacytes T CD8+, mais la reconnaissance de la cible des NK est trés différente de celle

des lymphocytes T.
IL.1.1.3. Molécules et substances de systéme immunitaire

Les cellules de I’immunité exercent leurs fonctions par I'intermédiaire de molécules
qu'elles produisent [10]. Certaines de ces molécules sont des protéines membranaires et
servent «d’agents de liaisony intercellulaires, d’autres secrétées qui agissent dans
lenvironnement immédiat sur le site méme de la réaction immunitaire (effets autocrine,

paracrine), enfin d’autres diffusent & distance et sont des messagers de " immunité.

Les cptokines : Le terme « cyfokine » fut infroduit en 1974 par Stanley Cohen
Cavaillon (2005). Se sont des substances solubles de communication synthétisées par les
cellules du systéme immunitaire (les lymphocytes T) ou par d'autres cellules et/ou tissus,
=agissa:n’t a distance sur d'autres cellules pour en réguler I'activité et la fonction immumitaire
Chapel et al. (2004).
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Figure 3 : les cellules immunitaires.

Le systéme du complément : est un ensemble de protéines faisant partie de I'immunité
imnée et spécifique en agissant par une cascade protolytique [11], 11 participe a
Popsonisation, & la réponse inflammatoire, a I"élimination des complexes Ag-Ac ef a la
destruction des pathogénes Parham (2003). Ces protéines sont synthétisées par les
hépatooytes, les monocytes du sang, les macrophages des tissus et les cellules épithéliales des

tractus gastro-intesiinal et génito-urinaire Benzair (2003).

Les anticorps : sont les récepteurs de l'antigéne des cellules B. Ils sont exprimés
a la surface de cellules B matures ou sécrétés dans le sang par les plasmocytes
Burmester et Pezzutto (2000).

Les anticorps appartiennent & la superfamille des mnmunoglobulines, un type des
gammaglobulines qu'on frouve également dans le sérum sanguin et dans d'autres liquides
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(dans le liquide céphalo-rachidien) ou mucas de l'organisme [7]. Les immunoglobulines sont
donées d’activité anticorps : elles représentent les agents de 1" immmité humorale.

La structure de base de la molécule d’anticorps est faite de quatre chaines (figure 4) :
une paire de chaines lourdes H (h pour Heavy) identigues et une paire de chaines légéres L
(L pour Light) identiques. Chaque chaine comporte une partie constante (C) et une partie
variable (V), ces domaines ont la structure en boucle est maintenus par un pont disulfure
unissant deux résidus cystéines Chapel e¢f al. (2004). Grice & leurs sifes anticorps, ces
molécules sont capables de se lier a des antigénes. Les anticorps ont donc pour rdle de se fixer
sur les antigénes et de les rendre inertes. Ceux-ci sont neutralisés mais ne sont pas détruits,
De plus, les anticorps sont spécifiques de leur antigéne c'est-a-dire qu’un anficorps ne peut
s’accrocher qu’a un seul antigéne [12].

Les immunoglobulines peuvent clles-mémes &tre reconnues comme antigénes
puisqu'elles possédent ftrois déterminants antigéniques différents : les déterminants
isotypiques, allotypiques et idiofypiques. Les déterminants isotypigues correspondent aux
différences entre les différentes classes dimmunoglobulines, les sous classes des chaines
lourdes et légéres. Les déterminants allofypiques déterminent les différences entre les
immunoglobulines d'un méme isotype et sont surtout trouvés dans le cas des 1gG. Les
déterminants idiotypigues correspondent aux déterminants individuels d'un anticorps donné

Burmester et Pezzutio (2000).
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Figure 4 : la structure des immunoglobulines Burmester et Pezzutto (2000),
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[1.1.2. Lia réponse immunitaire

La réponse immumitaire est l'activation des mécanismes du systéme immunitaire face 2
la reconnaissance du « non-soi » agressive ou pas, face 4 une agression (figure 5) on 4 un
dysfonctionnement de I'organisme. L'ensemble de ces systémes (v compris la défense
spécifique et non spécifique) permet la résilience immunitaire - notion gui recouvre la somme

des mécanismes efficaces de défense d’un organisme vis-a-vis d’un agent pathogéne.

1l existe deux grands types de réponse immniunitaire : D’une part, la réponse non-
spécifique, qui constitue « Iimmunité innée » (nommée ainsi parce gu’elle est présente dés la
naissance), agit en ne tenant pas compte de la nature du micro-organisme qu’elle combat; La
Seconde, la réponse spécifigue qui passe par la reconnaissance de 1'agent 4 aftaquer el la mise

en mémoire de cet évenement : ¢’est « Pimmunifé acquise ».
I1.1.2. 1. L’immunité innée

Elle consisie en une série dé sysiémes de défense non spécifiques et représente la
premiére bairiére de défense, toujours active (ne nécessitant pas de contact préalable avec

I’agent pathogéne) et sans mémoire immunologique (figure 5).
IL1.2.2. L'immunité acquise

Pendant que I'immunifé naturelle élimine les microorganismes, I'immunité spécifique
se met en place par U'intermédiaire de cellules présentatrices d’antigénes (CPA), Celles-ci
regroupent les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B. Aprés la
reconnaissance de |"antigéne, les lymphocytes B et T stimulés, proliferent et se différencient
en lymphocytes effecteurs Parham (2003) (figure 5).
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Figure 5: La réponse immunitaire [13]

I1.1.2.3. La régulation de la réponse immunifaire

A coté des facteurs solubles et des molécules de surface qui favorisent la réponse

immune, tels que ceux des CPA et des lymphocytes T coopérants, ils existent des mécanismes
inhibiteurs. En effet, lorsqu'une réponse immune (humorale ou cellulaire) est déclenchiée, elle
a tendance 4 s'intensifier et 4 se pérenniser, s'il n'existe pas de systéme de régulation pour
limiter son niveau et sa durée. Les effets négatifs daivent, 3 leur tour, étre contrlés de fagon a

aboutir 2 un état d'équilibre dynamique.

[L.1.2.4. Le dysfonctionnement du systéme immunitaire

Contrairement aux prenders stades de i"évolution, lorsque des cellules indépendantes

exécutaient individuellement ["ensemmble des activités, les organismes celiulaires avaient besoin de

moins de mécanismes de protection. Au fur et 4 mesure qu'ils se sont regroupés entre eux pour
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former des systémes extrémement complexes, comme 1'étre humain, il &tait nécessaire qu'ils se
défendent contre les virus. Le systéme immunifaire est ['un des moyens les plus importants par
lequel "organisme détecte et élimine les corps étranger Davidson et Diamond (2001).

La régulation de la réponse immunitaire est esseotielle a I"organisme. Une réponse
désordonnée peut aboutir 4 des troubles immumitaites et 4 des réponses inefficaces ou
anormales tels que le rejet de greffe et la réponse excessive aux antigénes étrangers qui peut
porter aiteinte aux tissus.

On distingue schématiquement troistypes de déréglement dans la fonction
immunitaire :

*8i la réponse du systéme immunitaire est excessive, elle provoque une réaction
d'hypersensibilité, qui varie selon son mécanisme (hypersensibilité de typel a IV)[14];
celle-ci est 4 l'origine de nombreuses manifestations telles que I'asthme, 'urticaire, 'cedéme de
Quincke, etc.

o Larsque la téponse du systéme immunitaire est insuffisante, on parle de déficit
immunifaire. Ces déficiences peuvent éire innées et rares (agammaglobulinémie congénitale)
ou acquises et fréguentes (dénuirition, sida).

s Enfin, la réponse du systéme immunitaire peut se dérouler de fagon anormale en se
retournant confre I'individu lui-méme, comme dans les maladies auto-immunes (thyroidite de
Hashimoto. lnpus érythémateinx disséming).

Les maladies auto-immunes sont {réquentes, I est pourtant possible de traiter les
symptomes de ces maladies, mais elles demeurent incurables comme beaucoup d’autres
maladies causant des désagréments, mais qui ne sont toutefois pas dangereuses pour la santé 4

cowrt terme Davidson et Diameond (2001).

1L.1.2.4.1. Les allergies

Certaines maladies résultent d'mne téaction top vive du systéme iminunitaire.
Nombreuses sont les personnes qui éternuent chaque printemps lorsqu'elles passent sous un
marronnier, ou qui ont de l'urticaire aprés avoir gouté les premiéres fraises... Chez ces
personnes, & la suite d'un premier contact avec un antigéne (le pollen des fleurs, par exemple),
s'est développée une réaction immunitaire particuliére, fondée sur 1a production d'une classe
particuliére d'immunoglobulines, les IgE.
Or, certaines cellules de l'organisme (les mastocytes ou les polynucléaires basopliles) qui
possédent des réceptenrs pour les IgE sont remplies de granules contenant des substances
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extrémement actives pour la contraction des muscles lisses, notamment 'histamine. Lors d'un
premier contact avec I'antigéne qui sera  l'onigine de I'allergie — qu'on appelle alors allergéne
des quantités importantes d'IgE sont produites, qui se fixent sur les récepteurs des mastocytes
et des basophiles. Lorsque l'organisme est & nouveau exposé a 1'allergeéne, celui-ci se fixe sur
les 1gE accrochées aux récepteurs de ces cellules. Cela déclenche le reldchement par ces
demiéres de leurs granules dhistamme. C'est I'histamine libérée dans les hssus qui est &

l'origing des syn‘_:l_ptﬁmes des allergies Janeway ef al. (1997).
11.1.2.4.2. Les déficits immunitaires

A I'opposé des réactions hypersensibilité, il peut apparaiire des déficits immunitaires.
Dans ce cas, le systéme immunitaire fonetionne moins bien (on parle d'immnodépressian), et
I'organisme devient sensible a de nombreux agents pathogénes, bénins chez les personnes
dont le systéme immunitaire est opérationnel. Ce déficit peut étre di, par exemple, & un défaut
de Pexpressiun Je eetlaines muléedles dlistocampatbililé, ou 4 wn vombre insullisant de elle
ou telle catégorie de globules blancs. L'infection par le VIH, le virus du sida, provoque ainsi
ung immunodépression due 4 la destruction des lvmphoeytes T-CD4, Certains médicaments
peuvent aussi induire un deéficit immunitaire.
Lors des greffes, les médecins recherchent une moindre activité du systéme immunitaire, de
facon & limiter le risque de rejet de greffe : on parle de traitements immunosuppresseurs

Janeway ef ai. (1997).
11.1.2.4.3. 1.’ auto-immunité

L’auto-immunité est la rupture des mécanismes de tolérance qui conduit & 1"action
pathogéne du systéme immunitaire vis & vis de constituants naturels de ["organisme et a
I"apparition d’une maladie dite auio-immune [14]. C’est aussi Ia perte de la capacité de
distinguer le soi du non-soi par plusieurs mecanismes représentés dans la figure 6.

Les maladies auto-nmmunes peuvent survenir dans un seul organe (auto-anticorps
dirigés contre le cervean ou la thyroide) ou étre générale (auto-anticorps différents et
multiples) [8]. Elles surviennent souven! chez des spjets dgés puisque la fréquence des
aufo-anticorps augmente avec l'dge et leur présence n'sst pas synonyme de maladie et
doit - pour étre significative - étre associée a des signes clinigues. Toutefois, leur découverte

peut nécessiter un complément de bilan et - pour le moins - mne surveillance car certains
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auto-anticorps sont prédictifs de pathologies [15]. On estime leur prévalence globale aux
alentour de 5%, la prévalence du lupus érythémateux disséminé 3 1/1000, de la sciérose en
pI'aque’s a 0.1/1000 et de la polyarthrite rhiumatoide & 8 /1000 [16] (Tableau 1),
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Figure 6¢ Les mécanismes de ["auto-immunité
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Tableau (1) : La Prévalence de différentes maladies auto-immunes [16]

Diabéte de type 1 200 4 400
Lupus 100
Polyarthrite rhumatoide 800
Sclérose en plaque 10
Thyroidite 1000
[ Maladie de Basedow | 200-1000
Vitiligo 400
Polymyosites <10
Dermatomyosites
Myasthénie

Les causes de Pawto immanité ; 1l n’existe pas de géne unique ou de pathogéne
environmemental entrainant systématiquement une maladic auto-immune. Une constellation de
susceptibilité génétique et d’exposition 4 des substances chimiques connues et encore méconnues
méne 4 U processus immunitaire, processus qui se manifeste en retour sous Ja forme d’une
maladie auto-immume une fois que I'equilibre des forces du corps (homeostasie) est perturbé
(fignre7).
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Figure 7 les canses des maladies auto immune [17]
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L’anto immunité physiclogigne : Les lymphocytes B et les lymphoeytes T sont
programmés pour reconnaitre specifiguement des antigénes par un récepteur spéeifique (BCR
pour les lymphocytes B, TCR pour les lympbocytes T) Humbel (1999). En théorie, compte
tenu des réarrangements des différents génes des BCR ou des TCR, le répertoire immunitaire
est formé de 10 15récepteurs [14]. Cette grande richesse de répertoire explique que de
nombreux récepteurs peuvent répondre et recommaiire des antigénes propres ou identiques a
des molécules de 'organisme qui sont appelés des antigénes du soi.

Différents mécanismes de tolérance permettent au systéme immunitaire de se protéger contre
ces clones anto-réactifs, de les €liminer ou de les inactiver mais malheureusement, le systéme
de régulation de cefte auto-immunité peut étre défaillant. Apparait alors mne auto-immunité
pathologique, aufo-agressive, qui va aboutir au déclenchement d*une maladie aufo-immune;
soit par la prolifération de lymphocytes B auto-agressifs, soit par la prolifération de
lymphocytes T auto-agressifs de forte affinité. Deux composantes, humorale et cellulaire,
caracténisent cetie réaction immunitairs-

v Au play humoral, le 10le pathogeéne concerne la formanon de complexes immans (Ch)
En effet, les plasmocytes sécrétent de grandes quantités d'immunoglobulines qui en se liant 4
I’auto antigéne vont favoriser |'apparition de CI. Ces complexes immuns, sont responsables
par leur dépbt, des phénoménes d'inflammation. La fixation dn complément sur les CI va
jouer un réle dans la genése des lésions tissulaires. La phagocytose des Cl par les
polynucléaires libére des enzywmes lysosomiales diverses, des radicaux libres, des dérivés de
l'acide arachidomique qui participent aux phénoménes inflammatoires. Ces différents
effecteurs sont également soupconnés de favoriser les destructions tissulaires — qui
caractérisent les maladies anto immunes [18].

» Une réaction immunitaire a médiation cellulaire intervient aussi trés probablement
dans l'inflammation et la constitution des lésious cellulaires, La séerétion de diverses
cytokmes d'origine macrophagique a été mise en évidence dans [a plupart des maladies auto

immunes. Ces cytokines pourraient &re responsables de I'hypertropliie tissulaire

Les anto-anticorps . les lymphocytes T cytotoxiques (LT CD8) peuvent induire des
lésions cellulaires par différents mécanismes de eyto-toxicité (exocytose de molécules
cytotoxiques, induction de I'apoptose de la cellule cible, ete.), ainsi que [’activation des
lymphocytes B productrice d’auto anticorps, Ces derniers peuvent avoir un réle pathogéne
par différents mécanismes :la cyto-toxicité en présence du complément lors, par exemple, des

anémies hémolytiques, le dépdt de complexes immuns, par exemple dans les néphropathies


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

1L Généralités le systémie inmunitaire

glomerulaires des lupus, aussi elles interférant avec des récepteurs cellulaires (exemple: atito-

anlicorps antirécepteur de I’acétylcholine lors de Ia myasthénie) er avee différentes structures

cellulaires (par exemple, anticorps anti~ phospholipides ou anti périnucléaires (APN) lors de

la PR)[14]. La prévalence de certains auto-anticorps (anticorps antinucléaires et facteurs

rhumatoides, par exemple) augmente avec 1"dge, en particulier aprés 65 ans et On distingue

schématiquement 5 catégories d’auto-anticorps utiles powur le diagnostic des maladies auto-

immunes [19].

les anticorps antinucléaires : ils sont des marguenrs des maladies suto-immunes non

spécifiques dorgane comme le lapus

les anticorps anti fissus ou anti cellules : ce sont des marquenrs des maladies auto-
immunes spécifiques d organe.

les anticorps anti-IgG : par définition, il s’agit des facteurs rhumatoides.

les anficorps antiphospholipides: ce sonl les marqueurs du syndrome des
antiphospholipides qui peut &tre primitif vu secondaire.

les amticorps anti cytopiasme des pelynucléaires : ils sont dirigés contre différentes

enzymes cytoplasmigques.
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I1.2 La pelyarthrite rbumatoide efses marqueunrs
[1.2.1.Définition

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire chronique susceptible
d'évoluer par poussées tout au long de la vie, créant parfois de graves déformations ou
destruction articulaires. Le synovial inflammatoire est la Iésion élémentaire responsable de
cetiec  destruction articulaire. Clest aussi une maladie de systéme qui eniraine des
manifestations extra-articulaires parfois sévéres et qui sont 4 'origine d'une augmentation de
la mortalité chez certains patients.

La polyarthrite rhumatoide pose un probléme de santé publique car ¢'est une affection
parfois trés invalidante, pouvant contraindre les malades 4 abandonmer leur activité
professionnelle. Le coiit de la prise en charge de cette maladie hétérogéne est variable mais il
est frés élevé. La polyarthrite thumatoide tonche davantage les femmes que les hommes. Elle

atteint entre 0.4 ¢t 0.8 % de la population générale Sany (2003).
[1.2.2. Causes de la polyarthrite rhumatoide

Les causes de cette maladie ne soni pas encore bien connues. La polyarthrite
rhumatoide est considérée comme une maladic aufo-immune, car des cellules du systéme
immunitaire s'aftaguent aux articulations, notamment en produisant des anficorps mocifs:
appelés « aulo-anticorps ». Ceux-ci, ainsi que d'autres cellules du systéme immunitaire,
s’attaquent aux articulations plutét que de combattre des substances étrangéres au corps
(par exemple, des virus).

L'hypothése la plus probable est que la maladie se déclenche en réaction 4 uo
ensemble de facteurs génétiques, biologiques et envirounementaux, en particulier le
tabagisme. Ces derniéres années, les progrés effectués en génétigue ont permis de détecter
plus de 30 facteurs génétiques impliqués dans 1'apparition de la polyarthrite. Seule
Pimplication de certains génes, comme le HLA-DRBI et le PTPN22, est cependant

clairement démonirée. La polyarthrite n’est toutefois pas une maladie « purement » génétique.

On estime que le poids de la génétique dans le déclenchement de la polyarthrite est inférieur &

30% [20].
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1i.2.3. L’anatomie de Particulation

Une articulation est formée de deux extrémités osseuses (les épiphyses) atiachées entre
elles par un manchon étanche : la capsule articulaire. Cette capsule pent s'épaissir ef
se renforcer par endroits ce sont les ligaments. Les épiphyses et Ia capsule délimifent
un espace clos dénommé la cavité articulaire ainsi qne Les surfaces internes de cette cavité
sont soit du cartilage, qui recouvre les os, soit la membrane synoviale, qui tapisse la capsule

articulaire [20] (Figure 8).

Figure 8 : I*anatomie de I"articulation [20].

11.2.3. Evolution de la polyarthrite rhumatoide

L’évolution de la polyarthrite rhumatoide est imprévisible et trds variable d’une
personne 4 autre, Dans la majorité des cas, la maladie s’installe insidieusement, de maniére
trés graduelle, sur plusieurs semaines ou plusieurs mois. Cependant, il peut arriver que les

symptomes surviennent soudainement ou encore qu’ils s’installent sous forme de « poussées »

(de quelques jours ou quelques semaines) infercalées de périodes d’amélioration plus ou
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moins longues, allant de quelques semaines & quelques années. En régle générale, la maladie a

tendance 4 s’aggraver et a toucher de plus en plus d’articulation (Figure 9).

Figure 9 : Déformation des articulations grice a polyarthrile rhumatotde [21].

Certaines formes de polyarthiite sont trés « agressives », car elles touchent aussi des
organes comme le ceeur, les poumons, les vaisseaux on les reins et peuvent metire la vie en
danger. D’autres peuvent entrainer des destructions articulaires irés rapides, surtout au cours
des deux premiéres anmées (environ 10 % & 20 % des polyarthrites) [20].

Plusieurs phases caractérisent |’évolution de la polyarihrite thumatoide : initiation,
recrutement cellulaire et inflammation, prolifération synoviale, destruction de I'articulation et

réparation :
iI.2.3.1. Phase d'initiation

Le mécanisme de déclenchement du processus pathologique reste inconnu. Le premier
événement pourrait étre (me réponse inflammatoire « nom spécifique» en réponse a mn
stimulus encore non identifié, avec accumulation locale de monocytes/macrophages qui
produisent des cytokines proinflammatoires comme I'TL1, le TNF-u et I'IL6. Les peptides
antigénigues qui déclencheraient spécifiguement la PR demeurent inconnus. On tend
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actuellement & incriminer des auto-antigépes situés dans Particulation (collagéne de type 2,
protéoglycanes, protéines de la matrice) ainsi que des peptides d'origine exogéne, issus de

bactéries ou de virus [22] (figure 10).
11 .2.3.2. Phase de recrutement et inflammation

La physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide est basée sur I'interaction entre
CPA. lymphocytes T.

Le processus inflammatoire est done initié par iles macrophages. Ceux-ci contiibuent
ensuite au recrutement non spécifique des LT et polynuciéaires sanguins, grice 4 I'action de
cytokines & activité chimiotactique ef a l'augmentation, par le TNF-a, de I'expression des
molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales.

Les macrophages interagissent in situ avec les LT en leur présentant des peptides antigéniques
associés aux molécules du complexe majeur d”histocompatibilité (CMH). Cette activation est
ensuite amplifiée par les LT CDA+, resposisables d'uetivations cellulaires en cascade, de la
production accrue de cytokines et de molécules effectrices, amplifiant 'inflammation locale et

proyoquant des destriictions tissulaires) [23] (figure 10).
I1.2.3.2.1. Réle des cytokines

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un role pathogénique clef sur les processus
d'inflammation, de prolifération synoviale et de destruction du cartilage. 11 existe dans
Particulation rhumatoide un déséquilibre entre les cytokines a action pro-inflammatoire,
comme le TNF-o, IIL1 et I'IL6, présentes en excés, et les cytokines 4 action anti-
inflammatoire, représentées par I'IL10, IIL4, 'ILI3, les récepteurs solubles du TNF-¢ et
l'antagoniste du récepteur de I'interleukine 1 (IL1-RA), qui sont présents en quantité
insuffisante et ve peuvent bloguer I'action des premiéres. Des cytokines favorisant
"angiogénese et la prolifération cellulaire sont également trouvées dans la membrane
synoviale : TGF- (Transforming Growth Factor beta), VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et FGF | et 2 (Fibroblasi Growth Factors 1

and 2). Cette angiogénese est indispensable au recrutement des lymphocytes, macrophages et

polynucléaires neutrophiles sanguins. Ces oytokines et leurs récepteurs sont des cibles

thérapeutiques particuliérement importantes Morel ef al. (2004) (figure 10).
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I1.2,3.2,2. Réle des lymphocytes B

Des [ymphocytes B (LB) sont acfivés localement par les LT CD4+. s se multiplient
et se différencient en plasmocytes qui produisent des immunoglobulines poly clonales et du
facteur rhumatoide (FR). Ceux-ci parficipent an mécanisme lésionnel de la PR. Ils
interviennent dans les lésions de vascularites par Iintermédiaire de dépdts de complexes
immuns FR-IgG sur les parois vasculaires. Les FR 2 la surface des lymphocytes B présentent
de fagon efficace des peptides antigéniques aux lymphocytes T Bardin (2006) (figure 10).

11.2.3.2.3. Role des polynucléaires neutrophiles

L'augmentation anormale du nombre des polynucléaires neutrophiles (PN) dans le
liguide synovial des sujets atteints de PR, serait due a4 un exsudat, Iui-méme favorisé par la
production Iocale de facteurs chimiotactiques, produits de 1'activation du complément et de
l'activation cellulaire locale. En réponse 4 l'ingéstion de complexes immuns ef a l'activation
locale par les cytokines et chémokines, les PN infiltrés dans la synoviale prodiisent des
métabolites de I'oxygéne et d'aufres médiateurs de I''mflammation, dont les métabolites de
l'acide arachidonique, qui renforceraient les phénomeénes inflammatoires Bardin (2006)

(figure 10).
Ii.2.3.3. Phasede la prolifération synoviale

Les lésions observées initialement sont dues a une atieinte microvasculaire et 4 um
infiltrat péri vasculaire par des cellules myéloides, puis des lvmphocytes, L'atteinte vasculaire,
segmentaire ou focale, inclut des microthramboses et une nén vascularisation, On note
également une hyperplasie des cellules synoviales. Le tissu synovial inflamimatoire et
prolifératif, ou « pannus », tend & recouvrir le cartilage articulaire et serait le siége de la

production d'enzymes, responsables de la destruction du cartilage et de 1'os [24].
11 .2.3.4. Phase de réparation

La phase de réparation, responsable de 1a fibrose articulaire, a lieu parallélement 2 la

phase de destruction, mais ne compense pas le processus de destruction. Elle fait participer

des facteurs de croissance et le TGF-f§ [22].
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Figure 10 : Les différents stades de la polyarthrite rhumatoide [235)
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11.2.4 Les symptomes de la polyarthrite rhumatoide
11.2.4.1. Symptomes initiaux

Le gonflement (cedéme) d'une o, le plus souvent, de plusieurs articulations. En régle
générale, atteinte est « syméirique », ¢’est-a-dire gue le méme groupe d’articulations
est touché des 2 coiés du corps. 1l s™agit souvent des poignets ou des articulations des
doigts, en particulier celles situées le plus prés de Ta main (figure [1).

Les articulations atfeinies sonit également chaudes et parfois rouges (figure 12),

Des douleurs (ou une sensibilité¢) aux articulations atteintes. Les douleurs sont plus
fortes la nuit et aun pefit matin, ou aprés une pédode de repos prolongé. Elles
occasionnent spovent un réveil nocturne.

Une raideur des articulations le matin, qui persiste duranf an moins 30 & 60 mimates.
Cette raideur s’atténue apres le « déronillage » des arteulations, ¢’est-a-dire aprés les
avoir bougées et «réchauffées ». Cependant, la raideur peut revenit dans la journée,
-aprés une période d’iractivité prolongée.

Dans moins de 10% des cas, ia polyarthrite débute assez brutalement et peut
s’accompagner d’une fatigue et d’une fiévre supériewre a 38,5° C.

Figure 11 : déformation des articulations des doigis [21].
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Figure 12 : Les articulations atteintes sont également chaudes et parfois rouges [21].

11.2.4.2. Evolution des symptémes

» Plus la maladie évolue, plus il devient difficile d utiliser ou de bouger normalement
les-articulafions atteintes,

= De pouvelles articulations peuvent étre touchées.

= De petits bosses durs (nou douloureuses) peuveni se former sous la peau, surtout 8
I"arriere des chevilles (tendons d’Achille) et aux coudes. Il s’agit de « nodules
thumatoides », présents chez 10 % a 20 % des personnes atteintes.

+ Chez environ un quart des malades, une fiévre 1égére, une grande fatigue ainsi qu'une

. perte de poids et d'appétit penvent survenir (surtout lors des poussées).
= Une dépression, causée par la douleur, la chronicité de la maladie et tous les

changements de vie qu’elle impose, peut survenir.
11.2.4.3 Autres symptomes (ne touchant pas les articulations)

Chez certaines personnes, la polyarthrite rhumatoide peut « attaquer » divers organes en
plus des articulations. Ces formes nécessitent une approche thérapeutique plus énergique.

» Une sécheresse des yeux et de la bouche (un syndrome de Gougerot-Sjogren). présente

chez environ un quart des personnes atteintes.
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» Une aiteinte du cceur, en particulier de son enveloppe (appelée péricarde) qui
F n’entraine pas toujours de symptoémes.
» Une atteinte des poumons ou des reins, pouvant aussi étre lide aux médicaments ou
[ aggravée par ceux-cl.

s Une anémie inflammatoire [26].
11.2.5, Les facteurs rhumatoides

Les facteurs rhumatoides sont des anficorps diriges contre le fragment Fe des IgG
' humaines et/ou animales. lis ont éi¢ décrits pour la premiere fois, en 1940 Par Waaler qui a
t constaté que le sérum de patients atteints de polyarthrite rhumatoide avait 1a capacité
d'agglutiner des hématies de mouton sensibilisées par du sérum de lapin anti-globules rouges
de mouton.
' Les facteurs rhumatoides sont extrémement hétérogénes. Cette diversité se refrouve au
nivean de la classe de ces anlicorps, le plus souvent IgM, il peut cependant s'agir d'IgA voire
QigG et il en a méme été décrlts de classe lgD ou [gE Sany (2003). Ils peuvent étre dirigés
contre des IgG humaines on hétérospéeifiques (lapin, primates non hominiens....). Tls peuvent
réagir avee des [g natives mais la réaction est plus forte avec des [gG dénaturées (agrégées par
la chaleur ou fixées 4 un antigéne). Leur cible peut étre constituée de déterminants
allotypiques Gm sur les chaines lourdes des IgG et Am sur les IgA. Les séquences Gm
consfifuent des anfigénes reconnus par de nombreux FR. D'aufres séquences communes d
plusieurs sous-classes 3"1gG (antigéne Ga) constituent la cible du FR.

Au niveau moléculaire, la cible principale des FR a été localisée sur le domaine CH2
des IgG humames ef la partie CH2 et CH3 des [gG de lapin. L'épitope majeur étant constitué
par une Histidme en position 433.

Certans FR peuvent s’anto-agglutiner en formant des polyméres comprenant de
nombreuses molécules identiques. La valence des IgM étant de 5, un FR se lie 4 5 molécules
d’1gG et forme dono un complexe macromoléculaire. Le FR rencontré au cours de la PR est
polyclonal, de faible spécificité et de faible affinité, contrairement au FR monoclonal observé
dans les maladies lymphoprolifératives malignes Carson et al. (1991).

Le FR n'a pas de réle direct dans le développement de la synovite rhumatoide. Une
approche expérimentale montre que I'mjection de FR ou de lymphocytes B producteurs de FR
4 des souris SCID n'induit pas d'arthrite chez ces animaux. Néanmoins les FR, en particulier
TgG, pourraient jouer un réle indirect dans I'inflammation synoviale en induisant la sécrétion
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des cytokines pro-inflammateires, IL1 et TNFy par les macrophages synoviaux. Enfin. le FR
est impliqué dans certaines manifestations extra-articulaires. Il se dépose dans la paroi des
vaisseaux et forme des complexes immuos de taille mtermeédiaire, active le complément et

induit des Iésions de vascularité [23].
[1.2.5.1, Les anticorps antinucléaires

Les anticorps anti-nucléaires (AAN) sont des auto-anticorps dirigés contre des
déterminants antigéniques du noyau des cellules de I'organisme. Ces anticorps sont déiectés
au cours des maladies auto-immunes non spécifiques d'organes appelées connectivites dont Ia
plus connue est le Lupus Erythémateux Dissémine (LED),

I.a recherche des anticorps antinucléaires (AAN) doit éire systématique au cours de la
PR au début, notamment pour éliminér une éventuelle maladie lupique. On trouve dans la PR
des AAN dans 15 4 30 % des cas, 4 un titre généralement assez faible. Les anticorps anfi-
ADI nafifl caructéristiques de I maladie lupique sont trés rares ot cours de 1a PR (moins de
5 % des cas par la méthode de Farr ; plus fréquents par tests ELISA qui sont plus sensibles
mais moins spécifiques aux titres faibles). Les anticorps anti-antigénes niicléaires solubles
(anti-RNP, anti-SSA on anti-SSB) soiit exceptionnels dans la PR sauf en cas de syndrome de

chevauchement [25].
11.2.5.2. Les anficorps anti-protéines citrullinées

Produits dans ['articulation, au sein de la synoviale rhumatoide, ces anticorps
reconnaissent des épitopes « citrullines » qui apparaissent sur diverses protéines (filagarine,
fibrine, ¢te.) du tissu synovial inflammatoire par suite de la transformation de leurs résidus
arginyl en résidus citrullyl. Cette « desimination » de protéines, fréquemment qualifiée de
« citrullination », est une modification post-raductionnelle catalvsée par mne famille
d’enzymes, les peptidyl-arginine désaminases (PAD) (figure 13).
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Figure 13 : La citrullination est un processus Médie parles peptidyl-
argininedésiminase (PAD) (Perrier (2006)

Il existe en fait plusieurs types dauto-anticoips dirigés conire des séquences
protéiques citrullinées : les anticorps anti-factewr perinucleaire (APF), les anficorps anti-
kératine (AKA}, et les anticorps anti-peptides eycligues citrullines (ani-CCP, pour
« anticyclique citrullinated peptides ») Perrier (2006).

I1.2.5.2.1. Les anticorps anti-péri nucléaires

Les anticorps antipérinucléares (APN) étaient détectés par immumofluorescence
indirecte sur des cellules buccales humaines. Ils ont prouvé leur valeur dans le diagnostic de
la polyarthrite thumatoide (PR). Les APN représentent des marqueurs plus sensibles (75%)
mais moins spécifiques (92%) que les anticorps anti-kératine (AK) (sensibilité de 50% et
spécificité de 99%). Curieusement, ces auto-anticorps, spécifiques d’une maladie de la
synoviale essentiellement, sont dirigés contre des antigénes épithéliaux malpighiens. En fait,
les APN &t les AK font partie d’iing méme famille d”auto-anticorps spéeifiques de ia PR, Tes
anticorps anfifillaggrine (AFA). Le substrat utilisé pour la détection des anticorps anti-péri
nucléaires (APN) constitue 1’élément limitant la diffusion de ce test diagnostic Legoff et
Saraux (2003).
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TL2.5.2.2. Les aaticorps anti-kératine

Les anficorps anti-kératine (AK)ou mieux anti-stratum corneum, sont des auto-
anticorps de type lgbdirigés contre une protéine filamenteuse des couches superficielles des
épidermes kératinisés. Leur mise en &vidence s'est faite jusqu'a présent par
immunofluorescence indirecte sur coupe d’eesophage de rat. [26] [27]. Ces anticorps sont
rencontrés dans 36 a 57% des PR ayanl du FR de type IgM et dans 6 & 40% des PR
séronégatives pour le FR. Sany (2001) ; Morel et Combe (2005). IIs peuvent étre présents dés
le début de la maladie, parfois méme avant I'installation des troubles.

11.2.5.2.3 Les anticorps anti-peptides citrullinés

Les anticorps anti-peptides citrullinés (ou anti-CCP) sont des anticorps de
développement récent, Ils sont tres intéressants pour le diagnostie précoce des polyarthrites
thumafoides. Lorsque ce dosage est positif, il permet de prédire avec une spéeificité
supérieiire a 95 % le diagnostic de polyarthrite rhumatoide mais il peut cependant &fre
retrouvé positif dans d’autres maladiés inflammatoires (par exemple chez 5 % des syndromes
de Gougerot-Sjogren),

Ces aniicorps ont ¢té d’abord connus sous le terme d’anticorps anti-kératine et
d’anticorps anti-périnucléaire. 11 a été montré que ces auto-anticorps de type IgG pourraient
étre contre la filaggrine, protéine qui joue un réle dans ’assemblage des filaments
intermédiaires des kératinocytes. Ils reconnaissent également la filaggrine épidermique
humaine des kératinocyies jugaux [25].

On sait mainfenant que ces anticorps reconnaissent des peptides citrullinés, dont la
fibrine modifiée présente dans "articulation thumatoid [23].

I1.2.6. Diagnostic

Pour une meilleure efficacité des traitements, la polyarthrite thumatoide doit étre prise
en charge rapidement aprés ["apparition des symptomes (dans les trois a six mois aprés le
début des symptémes). Le diagnostic doit done étre posé le plus rapidement possible.

Le diagnostic d’une polyarthrite thumatoide débutante est difficile et se fait essentiellement &

partir des symptmes observés : artienlations gonflées, chaudes ou douloureuses, dérouillage

matinal de plus de lrente minutes, atteinte syméirique du corps, ete.
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En second lien, il est essentiel d’éliminer d’anfres maladies : arthrite d’origine
infectieuse, spondylarthrite, iupus, goutte, etc.

Pour confirmer le diagnostic clinigue, le médecin prescrif des examens radiologigues
des mains, des poignets et de toutes les articulations atteintes. Si le doute persiste, il peut
prescrire des examens plus sensibles tels que "échographie ou I'IRM pour déiccter une
inflammation de la membrane synoviale ou les premiéres érosions osseuses Le médecin fait
également pratiquer un bilan sanguin : recherche de marqueurs de I’inflammation (vitesse de
sédimentation, protéine C réactive, par exemple), recherche de facteur rhumatoide (parfois
absent), recherche d’autres anticorps indiquant une maladie anto-immune, etc. Ce bilan peut
étre complété par un examen du liquide synovial pour rechercher des éléments

caractéristiques de I’inflammation,
11.2.6.1, Clinique
L’examen clinique recherchera |"existence d'une synovite, d’arthnte ou une douleur

des métacarpophalangiennes et/ou des metatarsophalangiennes objectivé par un Squeeze test
positif (Figures 14 ef 13).

Figure 1 4 : Squeeze fest au niveau des métacarpophalangiennes [28]
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! Figure 15 : Squeeze test au niveau des métatarsophalangiennes [28]

1L2.6.2. Les examens radiographlques
11.2.6.2.1. La radiographie standard

La valeur diagnostic des radiographies des mains et des pieds pour le diagnostic d'une
polyarthrite rhumatoide débutante a été trés peu étudiée. Or elles font généralement partie du
bilan initial réalisé devant un rhumatisme inflammatoire débutant. Les radiographies des pieds
augmentent la sensibilité du critére radiographique. Cependant, vu le délai d’apparition des
anomalies radiologiques, celles-ci n*auront qu’nne faible valeur ajoutée en ce qui concerne le
diagnostic précoce de PR. L'IRM et I"échographie semblent prometteuses mais sont en cours
de validation Bezza ef &/. (2010).

11.2.6.2.2. L'échographie articulaire

Elle peut amener deux informations distinctes et importantes en cas d’arthrite : dune
part objectiver les synovites, d’autre part rechercher le caractére érosif de Iarthrite: A
I’échelle d'une population, il a été démontré que I’échographie permet de détecter plus de
synovites gue ’examen clinique, et qu’elle permef de détecter plus d’érosions que la
radiographie standard Guermazi ez al. (2004),
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I1.2.6.2.3. L'imagerie par résonance magnétique

Elle permet wne évaluation des Iésions osseuses précoces (cedémes, géodes et
crosions), une description de la synoviale inflammatoire des articulations et des gaines
tendineuses, et permet de distinguer entre Iésions inflammatoires actives et lésions synoviales
chroniques fibreuses. 1l a ¢t¢ montré qu’un systéme de graduation et/ou des méthodes
devaluation du volume de la membrane synoviale hypertrophiée pouvaient &tre utiles &

"évaluation de I"activité de la maladic et de sa réponse au traitement Ostergaard e al. (2004).
11.2,6.3. Les examens biologiques
1L.2.6.3.1. Syndrome biologique inflammatoire

I existe dans 90 % des cas, un syndrome inflammatoire non spéeifique, avec
augmentation de la vitesse de sédimentation globulaire (VS) et/ou de la C Réactive protéine
(CRP). Dix pomt cent dey PR ont une VS normale mais cela n’élimimg pis le diagnostic
L’¢lectrophorese  sérique  objective une angmentation des alpha-2 et. parfois, des
gammaglobulines. Il existe parfois une anémiec modérée, normo ou hypochrome,
hyposidéremique, d’origine inflammatoire. Elle est assez bien corrélée avec I'évolutivite de Ia
maladie articulaire. 11 arrive qu'nne anémie hémorragique. le plus souvent par lésion digestive
chronique, se surajoute (ferritinémie basse), Dans 25 % des cas environ, on note une
hyperleucocytose avec polynucléose et parfois €osinophilie. La leuco-granulopénie est plus
rare, s’intégrant alors dans le cadre d’un syndrome de Felty (0.5 % des PR) voire dans le
cadre d’un syndrome des grands lymphocytes granuleux. Une hyperthrombocytose est bien
correlée a I"état inflammatoire articulaire Sanv (2003).

1L.2.6.3.2. Syndrome immunologique inflammatoire

La recherche de facteurs rhumatoides représente un outil de diagnostic intéressant de
la PR. Ces facteurs peuvent etre detectes par plusieurs technigues immunologiques qui seront

abordées dans le prochain chapitre.

(1 i
N
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11.3. Technigues immunelogiques de détection de polyarthrite rhumatoide

L'intérét démontré d'un traitement précoce de ia polvarthrite rhumatoide a comme
corollaire le diagnostic précoce de la maladie. Si I'examen physique permet le plus sonvent
d'asseoir le diagnostic d'arthrite inflammatoire, seule 1a biologie offre la possibilité d'orienter
précisément ce diagnostic.

Depuis quelques années, la recherche €t le dosage de facteurs rhumatoides représente
un outil précieux pour le diagnestic de polyarthrite thumatoide. Les prncipaux facleurs
atilisables pour diagnostiquer la maladie sont les facteurs rhumatoides (FR), ¢’est-a-dire les
anticorps anti-périnucléaires puis anti kératine qui se sont effectivement révélés beancoup
plus spécifiques de la polyarthrite rhumatoide. Plos récemment, il a ét€ mis en évidence que
I'antigéne cible de ces anticorps était la filagrine produisant, aprés |'intervention d'une enzyme
spécifique, de la citrulline. L'ntilisation d'une version cycligue du peptide a alors permis la
mise au point d'un (est Elisa pour la recherche d'anticorps antipeptide citrique citrulliné ou
anti-CCI* [2€].

11.3.1. Les facteurs rhumatoides (FR): lls sont détectables par différentes

meéthodes

[1.3.1.1. Les technigues d’agglutinafion

Ce sont les premieres techniques décrites et toujours largement employees en routine.
Elles sont basées sur 1’emploi d’IgG liges & un support visible, érythrocytes ou latex. Lorsque
le support est constitué d’hématies, les 1gG sont des anticorps spécifiques anfi-globules

rouges. Lorsque le suppert est fait de particules de latex, les IgG sont li€es de fagon non

spécifique. Le FR présent dans le sérum du malade se fixe spécifiquement a plusieurs 1gG

elles-mémes liées au support, provequant une réaction dagglutination. Etant domné le
principe méme de ce type de méthode, seuls les FR formés d’IgM (classe d’anticorps ayant
les plus fortes propriétés d’agglutination) sont détectes [27].

11,3.1.1.1. La méthode de Waaler-Rose

C'est 1a méthode de référence. Elle est sensible, spéeifique ef simple 4 mettre en cuvie

et peut étre applicable @ des petites comme des grandes séries. Des hématies de moutons sont

sensibilisées par des hémagglutinines de lapins anti-hématies de mouton et sont ensuite
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mncubées avec des dilutions sériées (a partir de 1/4) du sérum 2 étudier. Les résultats peavent
étre rendus en titre correspondant 4 la demniére dilution pour laquelle une agglutination est
observée ou mieux en unités griace a l'uftilisation du standard intemational de 'OMS.
Actuellement, le standard OMS de FR donne une valenr seuil de 15 Ul/mi, au-dessus
de laquelle un échantillon doit &tre considéré comme positif. Toutefois, comme pour fous les
dosages d’auto-anticorps, il est souhaitable que chaque laboratoire établisse ses propres
normes en déterminant ung valeur seuil & partir de multiples échantillons de sérums provenant

de sujets en bonne santé [28],

I1.3.1.1.2. Réaction de Waaler-Rose modifiées

A canse des difficultés lices 2 I"'emploie des globules rouges de mouton, des variantes
de la réaction classique de Waaler-Rose ont éié proposées.

Le principe global reste le méme. Il §"agit toujours de disposer d’hématies recouvertes
d’IgG spécifiques. Pour cela, plusieurs solutions existent : soit des hématies humaines de
groupe O rhésus positif recouvertes par des IgG humaines ‘anti-C/D, soit des hématies
humaines de groupe O rhésus négatif recouvertes d’I1gG de lapin anti-hématies humaines, soit

des globules rouges de mouton formolés, recouverts d’IgG de lapin.
I1.3.1.1. 3. Le test au Latex de Singer

Chez les patients souffrant de polyarthrite rhumatoide, on a détecté la présence d’une
macroglobuling (Facteur Rhnmatoide) capable d’agglutiner des particuies inertes sensibilisées
par des gammaglobulines humaines.

Le test de "agglutination au latex permet de distinguer "arthrite rhumatoide des sutres
maladies connues, comme en particulier la figvre rhumatoide powr laquelle cefte
macroglobuline n’est pas présente.

La cible dans ce test est constituée de particules de latex, revétues d'igG humaines
agrégées par la chaleur. Le test est réalisé sur lame (résultat semi-quantitatif) ou en tube:
11 s'agit d'un test simple, rapide, d'une bonne sensibilité (70 a 80%) mais d'une spécificité
moindre que celle du test de Waaler-Rose (60%).

[."agglutination des particules de latex est facilement visible & I’ceil nu. Le titre du

sérum en FR correspond 4 la plus forte dilution oii 1’on observe encore une agglutination [29].
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11.3.1.2. Méthodes de précipitation (turbidimétrie-néphélémétrie)

Dans ces méthodes, I"antigéne est constitug soit de particules de polystyréne (latex)
recouvertes d’IgG humaines et de gammaglobulines de moutons anti-gammaglobulines
humaines, soit d’1gG humaines agrégées. Si le sérum a tester contient du FR. il se forme des

complexes entre le FR ¢t les 1gG fixées au latex ou agrégées.

Le faisceau de lumiére qui vieni frapper ces complexes est disperse. L’intensité
relative de lumiére dispersée est proportionnelle a la concentration en FR dans le sérum aprés
calibration avec un standard.

La courbe d’étalonnage est effectuée par dilutions automatiques du standard de FR.
Habituellement, cetie courbe peut €ire utilisée pendant une semazine a condition que les
résultats trouvés pour les contrdles internes soieni corrects. Les échantillons de sérums
pathologiques & tester sont dilués automatiquement, en général, an 1:20 dans un diluant
approprié an matériel de mesure. Si un échantillon monire nné concentration trés forte de FR,
on peut étre amené A faire une dilution complémentaire du sérum (au 1 :100 par exemple),

Actuellement, Ie standard OMS de FR domne une valeur seuil de 15 Ul/mL, au-dessus
de laguelle un échantillon doit &tre considéré comme positif. Toutefois, comme pour tous les
dosages d’auto-anticorps, il est souhaitable que chaque laboratoire établisse ses propres
normes en déterminant une valeur seuil 4 parfir de multiples échantillons de sérums provenant

de sujets en bonne sante [30] [31].
I1.3.1.3. La méthode enzymatique Elisa (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Elle présente i"avantage de détecter les trois isotypes de FR (IgA, 1gG, IgM) mais elle
n’est pas standardisée. On a remarqué que la positivité a plusienrs tests, synonyme de
détection de plnsieurs isotypes de FR spécifiques de la PR.

Des méthodes immunoenzymatiques (ELISA) sont proposées pour doser les FR de
classe IgM, TgA et méme IgG. Toutefois, des problemes de standardisation existent souvent &
cause de la nature méme des FR. Idéalement, « "antigéne » fixé au fond de 1a plaque devrait
étre seulement des fragments Fc d’TgG ; ce qui est rarement le cas, en plus de la détection de

PR de classe 1gM dans un sérum. En effet, ce demnier peut se lier au fragment Fc de

P"anticorps anti-IgG ou IgA.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

1l.Généralités les techmiques de détection des marguenrs rhumatoides
-ﬁ

Si bien que I"anticorps destingé a révéler la classe des FR doit ohligatoirement &tre un
fragment F (ab') 2, donc totalement dépourvu de portion Fe. De plus, il faut dépolymériser les
IgM du sérum pour diminuer leur fixation aux [gG.

Lorsqu’on souhaite doser uniquement les FR de classe IgM par ELISA, on peut
employer up test qui combine les deux spécificités principales de I*auto-anticorps, ¢’ est-a-dire
les 1gG humaines et de lapin (fragments Fc de ces IgG fixés sur des microplaques). De méme
I'emploi d’un anticorps monoclonal ne révélant que les IgM humaines peut augmenter la
spécificité de la réaction.

Méme en utilisant des fragments Fc pour sensibiliser les plaques et des fragments
F(ab’)2 pour réveler les FR de classe 1gG ou TgA, interprétation de ces tests reste pour le
moins délicate, sans parler d'autres tests franchement fantaisistes. Une alternative (non
utilisable en routine) repose sur Iisolement des FR par chromatographie d*affinité, suivi de
leur caractérisation immunochimique.

Comme pour les dosages d’auto-anticorps, I'intérét diagnostique du FR est basé sur la
sensibihite du test, clest-d-dire le nombre de putients ayant un fost pasitif par mpparl a
nombre total de patients étudiés (positifs et négatifs).

La valeur prédictive du test, ¢’est-a-dire le nombre de patients ayant un test positif par
rapport au nombre tofale de cas positifs (patients positifs et sujets normaux positifs).

Les FR occupent une place particuliere parmi les auto-anticorps. En effet, le role
physiologique de ces auto-anticorps est actuellement trés fortement suggéré, expliquant ainsi
leur présence chez les sujets normaux, avec une fréquence d’autant plus grande que la

technique de détection utilisée est trés sensible [32) [30].
I1.3.2. Méthodes de détection des anticorps anti-protéines citrullinées

La premiere iméthode de détection, apparue dans les années 1960, était appliquée i des
cellules de muqueuse buccale. Elle visait & détecter par immunefluorescence indirecte (IFT)
les granules de kératohyaline de ces cellules, mais elle s'est révélée impossible 4 la
standardiser et 4 I'appliquer en pratique. A la fin des années 1970, "application de I'TFI sur
des coupes du tiers moyen de I’cesophage de rat a permis le développement d’un test inscrit 4
la nomenclature et ayant bien diffusé en biologie clinique,

Cependant, les stratégies actuelles s"appuient sur la détection, par la méthode immuno-
enzymatique Elisa des auto-anticorps dirigés contre des protéines citrnilindes (filaggrine,

fibrine, etc.) : plus précisément, contre des fragments particuliers de ces protéines,
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les peptides citrullines. D™un kit commercial 3 un auire, les résultats do test sont trés variables.
Ils varient en effet, selon la nature du substrat antigénique (filaggrine entiére citrullinée ou
peptides), sa pureté. le procédé de fixation de I'antigéne, le degré de dilution du sérum
appligué sur la plaque, ete. Perrier (2006).

[1.3.3. Méthodes de détection des anticorps anti-CCP

En fait, seuls les kits & base de peptides citrullinés permettent une reconnaissance
spécifique. Dans cetie optique, en 1999, I"équipe de Venrooij a synthétisé plusieurs peptides
dérivés d'une séquence d’acides amines particuliére de 1a filaggrine humaine (séquence 306-
324) et possédant des degrés de citrullination différents. Un peptide cyclique a alors été
sélectionné pour produire un test Elisa anti-CCP de premiére génération (CCP1)
Schellekens et al. (2000), Ce test, dote d'une sensibilité de 68 % (pour une PR de plus de
deux ans) et d’une spécificité de 95 %, a ensuite été commercialisé par la société Euro-
Diagnostica (Aruhem, Pays-Bas) sous 1e nom d’ImmunoSean RA, En 2002, sont appanis des
tests Elisa de deuxiéme génération (CCP2) qui comprenaient non plus un mais plusieurs

pepiides cifrullinés Perrier (2006),
IL.3.4. Intérét diagnostique du facteur rhumatoide

Au début de la PR, la recherche du FR est classiquement souveni négative et se
positiverait secondairement. Cependant plusieurs études de cohortes récentes retrouvent une
positivité élevée dés le début de la maladie. La présence d’un taux significatif de FR a ce
stade est un &lémeni de mavuvais pronostic Morel et Combe (2005). Chez certains patients le
FR peut étre présent dans le sérun sans aucune manifestation clinigue et ceci plusieurs années
avant le début de la PR. Cependant op peut wouver du FR chez des sujets qui ne
développerout jamais de PR.

A la phase d’état le FR est présent dans 70 & 85 % des cas, ce qui correspond aux PR
diles “séropositives” par opposition aux PR “ séronégatives * chez lesquelles il n'v a pas de
FR décelable. Il sembile qu’il y ait une certaine corrélation entre le titre de positivité du FR et
la progression radiologique de 1a PR Morel et Combe (2005). De plus les PR graves ayant des
signes extra-articulaires sont presque foujours trés fortement séropositifs. Le taux de FR varie

géncralement peu au fil des années et il n’est pas utile de répéter sa recherche lorsque la
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positivité a été confirmée. La détection des FR-IgA associée a celle des FR-IgM augmenterait
la sensibilité du test sans diminuer [a spéeificité Jonsson et al. (1995).

La présence de FR est loin d*étre synonyme de PR, elle n’est ni indispensable ni
suffisante pour affirmer le diagnostic. La spécificité du FR varie en fonction du contexte
clinique; elle est forte en présence de polyarthrite, faible en son absence. On trouve en effet du
FR dans de nombreuses situations pathologiques notamment au cours de certaines
connectivites et surfout du syndrome de Gougeroi-Sjogren ol le titte de FR est
particuliérement élevé (souvent trés supérieur a celui observé au cours de la PR), de maladies
infectieuses (p_réSence transitoire) et chez des sujets normaux. surtout aprés 65 ans tablean(2).

Certains isotypes des FR auraient un inférét pronostique. La présence de FR IgA serait,
pour certains, associée 4 une PR plus sévére et volontiers accompagnée de manifestations

extra-articulaires (syndrome sec, nodules) Morel et Combe (2003).

Tableaw 2: Positivité des réactions de détection des facteurs rhumatoides
én dehors de la pni}f:-\ﬁhrife. ihimataids (renotinn da Waalei Rose

et test au latex) Combe (2009).

Cas Pourcentage de positivité
Sujets normaux < 65 ans -;:;[5)
Sujets normaux > 63 ans 1‘5’20
Sujets sains parents de PR 35.40
Lupus érythémateux disséminé ;0; 50
Sclérodem:i e ;2_20
Dermatomyosite 75.08
Gougerot-Sjigren lql--2.0
Infections bactériennes 1'4_ 17
[nfections virales 472
Monenueléose infectieuse 30- 5“0
Endoecardite d*Osle o
Tuberculose 5’1__5
Leépre 15-30
Syphilis 13-25
Leishmaniose 90-100
Silicose (sans PR) 15-42
Bronchite 4-18
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IL3.5. Intérét diagnostique des auto-anticorps anti-CCP

Les anti-CCP ne sont pas pathognomoniques de la PR : ils peuvent &wre déiectés dans
d’antres pathologies, dont deux relativement fréquentes mais d’interprétation relativement
difficile, d’autant qu’elles peuvent &ire associées & la PR e syndrome de Gougerot-Sjogren
primitif et le rhumatisme psoriasique, Des anti-CCP2 sont détectés respectivement dans 3 a
7.5 % des cas, etdans 5 a4 15 % des cas.

En revanche, une forte concentration d’anti-CCP (¢ est-a-dire nn seuil de 50 anités au
minimum) est irés spécifique de la PR. Selon les auteurs, le dosage du facteur thumatoide 4
1gM, le plus fréquemment utilisé, demeure un bon examen de dépistage de la PR, mais la
spécificité du CCP2 est supérieure et sa recherchie peut se montrer particuliérenient utile en
cas d'absence de facteur rhumatoide chez des patients suspects-de PR Vallbracht er al. (2004).

Le dosage combiné du CCP2 et des 3 isotypes de facteur rhumatoide pourrait constituer
un meilleur outil diagnostigue ef pronostique que celui des FR seuls, ef permetire ainsi une

décision thérapeutique plus précoce Perner (2006)-
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- IT1. Matériel et Méthodes

IIL1. Population cible

Elle est consfituée de 26 pafients, provenant de différents services du CHU de Annaba
(surtout du service de médecine interne) ou de la consultation, atteints de polyarthrite

rhumatoide(PR), donl le diagnostic a €éi¢€ €labli au cours de I’année 2011.
| 1IL.2. Le prélévement

' 5 ml de sang veineux de chaque patient sont prélevés sur tube seo. Le sang est laissé

coaguler puis centrifugé a 2500 tours/min pendant 10 min.

[ Les sérums sont séparés du culot et conservés a ine température de +2°C - +8°C
penidant une période de 07 jours ou & -25°C pour une durée plus longue. La congélation doit

l &tre faite dans les 24 heures qui suiveni le prélévemeni en évitant les
congelations/décongélations répétées.

I 11 est déeanseillé dutiliser los sémma fortement hémolyads, 1ipik‘lir_]ucﬁ an snget a nnp

contamination bactérienne pouvant provoquer des interférences.
I1L3. Recherche du facteur rhumatoide par le test de Waaler Rose

Le fest de Waaler rose est un test rapide utilis¢ pour la détection des facteurs
' rhumatoide (FR). Le principe du test repose sur la réaction d’agglutination enire les hématies
inertes fixées sur des IgG de lapin et les immunoglobulines principalement les IgM du
malade.

I3, 1. Méthade qualitative

Sur la plaque - test (lame sur laquelle se trouve plusieurs cercles & fond blanc), une
goute (50pl) du sérum non dilué, une goutte (50pl) du témoin positif et une goutte (50ul) du
témoin négatif sont déposées sur des cercles différents.

e sachant que le téemoin positif est formé du sérum humain avee une
concentration de RF > 30 Ul/nl et de 1"azoture de sodium (0,95 g/).

¢ le témoin négatif est formé du sérum animal et de I"azoture de sodium 0,95 g/1.
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Une goutte (50ul) de réacuf Waaler Rose (constitué des hématies de mouton stabilisées et
sensibilisées avec des IgG de lapin anti-moufon & pH 8.2 et de "azoture de sodium 0,95 g/1)
est ajoutée a coté de chaque goutte des sérums puis les deux goutes juxtaposées sonf
mélangées en les étalant sur toute la surface du cercle.

La plaque test est posée sur une surface plane pendant deux minutes puis inclinée 2
45°, reposée pendant une mimute avant de passer & la lecture (présence au absence

d’agglutination).

1113, 2. Méthode semi-quantitative

Le test semi-quantitatif est réalisé de la méme maniére que dans le test qualifatif, mais
aprés ditution préalable de 1"échantillon dans une solution salée (Na CL 9 g/l) (tableau3).

Tableau 3 : Dilution de I"échantillon pour le test de Waaler rose semi-quantitatif

Dilulion b /4 1/8 1/16

“Echantillon de sérum (00

Solution salée 100y 100ul 100ul 100yl
— 5 100p

—35  100ui

» 100ul
Volume déchantillon 50ui 504 50ul 50ul

LIL3. 3. Interprétation des résultats

Le sérum de control positif doit donner une aggiutinatfon nette et le sérum de contréle
négatif ne doit pas réagir (il doit donner une suspension homogéne).

La présence dune agglutination dénote un taux de FR égal ou supérieur 4 8 Ul/ml
dans I’échantillon, tandis que I'absence d agglutination révéle un taux de FR inférieur 4

8 Ul/inl dans 1"échantillon.

Le titre dans la méthode semi-quantitative se définit autant gue la dilution la plus

élevée présentant un résuliat positif.

La concentration est I'inverse de Ia dilution de lecture positive (Tablean 4).
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Tableau 4 : Titre de dilution par la méthode semi quantitative

8 x n° de dilution 8 x2 8x4 | 8x8 8x 16

(Ul/ml) 16 32 64 128

ITL4. Technigue de la néphélométrie

L'opération de mesure est commencée aprés la compilation de la liste des emplois.
L'analyseur effectue automatiquement les dilutions requises dans les godets des cassettes

appropriées (sérnms, dilntinns, réactifs) (fipure 16)

Godets sérums

Godets dilutions

Godets réactifs

Figure 16 : Les godets de sérums, dilutions et réactifs du néphéloméire behring 100

Afin d'éviter toute contamination, 1a pipette ef le micro agitateur sont rincés dans la pipette
station de lavage aprés chaque série de dilution: La pipette distribue ensuite le mélange d'essai
dans les cuvettes du rotor. Aprés chaque action de pipetage, la pipette et le micro agitateur
sont rincés dans la station de lavage (Figure 17).
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La pipetie et l¢

micre agitateur Rotor

Figure 17 : rotor, pipette et agitateur.

Les préparatifs de réaction sont tournés dans le faisceau optique pour la mesure.
Au cours de l'opération de mesure entier :
v Il ya un ¢chantillons de conirdle qui est dilué avec les échantillons des patients
en fonction du type de dosage (aprés neuf échantillons, un contréle).
¥ Les dilutions des échantillons de patients sont produites automatiquement.
v" Les rvésultats de la premiére mesure sont disponibles & partir d'environ

9 minutes Les résultats mesurés et tout affichage graphique peut éfre imprimé,
TIL5. Recherche de Panti CCP

IIL5.1. Principe du test

La trousse anti-CCP est un dosage immuno-enzymatique utilisé pour la détermination
quantitative des IgG contre les peptides cyveliques citrullinés (CCP) dans le sérum humain.

Les anficorps présents dans les calibrateurs, le contrdle et les échantiilons dilués
réagissent avec des peptides synthétiques citrullinés immobilisés sur des microcupules en
polystyréne.

Au cours d'ume premiére ineubation de 60 minules & température ambiante, les
anticorps anti- CCP, ¢'ils sont présents, se fixent spécifiquement aux cupules.

Aprés lavage, un anticorps anti-IgG humaines conjugué & la peroxydase de raifort se

lie aux immunoglobulines précédemment retenues sur la phase solide.
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Au terme dune seconde incubation de 30 minntes a température ambiante,
PPexcés de conjugué est éliminé par lavage, puis la présence de lenzyme est révélée par un
substrat chromogéne (TMB). La densité optique de I'échantillon est déterminée par lecture i
450 nm sur un lecteur de microplaques aprés addition d'nne solution d'arrét - la valeur obtenue
est comparée a la densité optique fournie par des calibrateurs de concentrations connues en

anticorps anti-CCP.

I11.5.2. Compaosition du kit pour 96 déterminations
Le kit utilisé pour le test anti-CCP est composé de plusieurs éléments cités ci-dessous :

A microplaque : 12 barreftes sécables de 8 cupules revétus de peptides synthétiques citrulings,

B Tampon de lavage: 1 flacon, 20 ml SxConceéntré (bouchon blane: solution verte)

Contenant: Sérum bumain + Sodium acide NaN3 < 0.1 %

C Tampen de dilution : 1 flacon, 20 m! SxConceniré (bouchon blane: solution jauneg)

Contenant: Tris, Na Cl+ BSA + Sodium acide NaN3 <0. % Tris, Na Cl. BSA
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D Conjugué: I flacon 15 ml IgG (bouchon bleue: solution bleue)

Contenant: anti immunoglobuline bumain conjugué 4 Ia peroxydase de raifort

I.I

——

T=<

E Substrat TMB (tétraméthylbenzidine) : | flacon 15 ml (bouchon noir)

Contenant ; du peroxyde d’hydrogéne H:0, stabilise TMB

F Selution d’arrét : 1 flacon 15 ml (bouchon blanc  solution incolore)

Contenant ; 1 M HCI (acide chlorhydrigue)

1-5 Calibrateurs : 6 flacon 15ml (0, 3, 10, 30, 100.300 u /ml) (défroissage conleur avec la
concentratian: solutions jaune)

Contenani : sérum humain + Sodium acide NaN3 < 0.1 %
™ =1 .

CEREEE
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Témoin positif : 1 flacon 1.5 m] (bouchon ronge - solution janng)

r o
Contenant : sérum humain + Sodiwm azide NaN3 <0.1 %
_ |
=
- 4

Témoin négatif : 1 flacon 1.5m! (bouchon vert : solution incolore)

Contenant : sérum humain -+ Sodium acide NaN3 <0.1 %

I11.5.3. Protocole de dosage

Les séiums des paitenis sont diués au 1/101 (w'yv) . § pl séoum + 500 pl du laupon de
dilution (C). Une fois l'analyse commencée, toutes les étapes, résumées dans le tableau (3),
doivent étre menées A leur terme $ans intemruption, en respectant les femps d'incubation

prescrits,

Remarques: les étapes de lavage sont essentielles pour garantir de bons résultats. Les
lavages Insuffisants enfralnent une mauvaise précision et des DO faussement élevées.

Le lavage doit étre réalisé en aspirant ou en vidant ’excés du tampon aveo du papier
absorbant. Chaque cupule doit &tre lavée 3 fois avee 300 yl de solution de lavage (B). Le

temps de contact de la solution de lavage est de 5 secondes.
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Tableau 5: Etapes résumées du protocole du test de détection de I’ Anti-CCP

1 Amener tous les réactifs a température ambiante (20 4 25°C)
CAL Contrdle Patient
1 efe.
2 Pipeter 100 i 00 p ! 100 u i
3 [Tocaber 30 minutes a température ambianie
4 Laver et décanter 3300 p | (2 partir de B)
5 Pipeter le conjugué | 100y | 100 1 1001
(D)
o Incuber 30 minutes 4 température ambante
7 Laver et décanter 3 x 300 p | (4 partir de B)
8 Pipeter le substrat (E) | 100 p | 100 p i 100 p i
9 Ingiher 4 1"abri de la | 30 minntes 4 femperatire ambiante
lumiere
i0 Pipeter la  solution | 100 p | 100 pi 100 p 1
d arrét (F)
11 Mesurer Ia DO 2 450 nm dans les 30 minutes

ITL.5.4. Expression des Résultats

Calculer la moyenne des DO pour chaque paire de cupules (calibrateurs,
controle et échantillons). Construire sur du papier semi-logarithmique une courbe
d'¢talonnage en portant en ordonnée les DO des calibrateurs et leurs concentrations en

abscisse. En fonction de la DO de chague échantillon, lire directement la concenfration sans

appliquer de factew de diluion.
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IV. Résultats et Discussion

Notre étude a porté sur 26 sujets atteints de polyarthrite, répartis en 6 hommes
(23%) et 20 femmes (77%), avec un sex-ratio femme/ homme équivalent i 3.33
(Tableau 6). Nos résultats concordent avec d’autres travaux qui ont montré clairement
que la PR touche principalement les femmes, avec un sex-ratio en moyenne de 3
femmes atteintes pour un homme Jawaheer (2006) ; Combe (2006).

L'adge des patients d’étude s’échelonne entre 1 et 71 ans, avec répartition de
46.15 % d’individus agés entre 01 et 25 ans, 46.15 % de la tranche d*4ge 26 - 55 ans,
et seulement 07.69 % d’dge supérieur 4 53 ans (Tableau 7).

Alors que Tarthrite est fréguemment per¢ue comme une maladie de la
vieillesse, prés de 4 sujers sur 9 ayant signalé souffrir d’arthdte/de rhumatisme
avaient en réalité un dge < 25 ans et 3 /9 (0.92) < 55 ans et seulement | sur 13
dépassant les 635 ans, Ce résultat se rapproche de celui qui a été signalé par Lagacé ef
al. (2003) et qu a monté que 3/3 (0.6) patients présentant une PR ont moins de 65
ally,

Dautre part, les mémes auteurs ont remarqué que la prévalence de
Parthrite/du thumatisme augmente de fagon remarquée avec 1"4ge jusqu’a la tranche
55 — 65 ans puis commence & régresser, ce qui n’est pas le cas dans nofre population,
La prévalence est la méme chez la population de la tranche d"age jeune (14 25 ans) et
moyen (26 — 55 ans).

Toutefois, notre échantillon n’est pas suffisamment important pour en tirer une

conclusion
Tableau 6 : Distribution de I"échantillon selon le sexe
Sexe Hommes Femmes  Total
Effectifs (Patients) 06 20 26

% 23,00% 77.00% 100%

Sexe ratio - F/H =333
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Tablean 7 : Distribution de I"échantillon selon la tranche d”age des patients

Tranche d’dge (ans) 1-25 26 - 55 56 - 75
Nbr 12 12 2
% 46.15 46.15 07.69

IV.1. Résultat du FR par technique de WR et néphélométrie

La recherche du facteur rhumatoide chez nos patients par i*étude quaiitative de
Waaler Rose mous a permis de rémarquer wne agglutination dans quelques
cehanullons ¢t non dans dautres (hgore 18), Tableau . Une agglutination nette
indique une concentration en IR supéricure ou égale 4 8 Ul/ml. Les échantillons dont
les concentrations sont inférieures & 8 Ul/ml ne forment pas d*agglutination (D aprés
les valeurs du Kit utilisé au laboratoire).

A partir des résultats obtenus de notre étude qualitative, 135 patients (57.7%)
négatifs, et 11 patients (42.3%) sout positifs (Figure 19).

Test d*agglutination posiiive Test d’agglutination négative

Figure 18 : résultat de test de WR sur plague
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Tableau 8 : Résultats qualitatifs* (Waaler Rose) et quantitatifs**

E IV. Résulrats et discussion

(Nephélométrie) du FR

| Nianiéro Age Sexe Service Maladie FR * FR#s
1 38 M Infectionx PR (-} 2342
2 38 M Dermatologie PR ' (-) 10.1
3 32 F Ml PR ) 393
a S0 F AMR PR ) 644
5 35 F AMB PR ) 10.1
6 43 F AMB PR ) 10.1
7 47 F Néphrologie PR (+) 160.9
8 08 R Pediatne/GF ACT { 10.1
9 04 M Pédiatrie AC) = 107
10 30 F M1 PR (+) 447
1 14 F Urgence ACT () 19

' 12 L ¥ Nourrisson ACI () 32
13 18 ™M Hémato PR (-) 101
14 39 F MI PR {-) 101

' 5 16 F |  AmB PR (+) 31
16 3 M Pédiatre PR (-) 10.1
17 56 F AMB PR (- 10.1
18 | 2 F Néphrologie PR ) 10.1
19 oy F NRS ACT ) 2
20 71 M M1 PR () ' G4
21 3 F Heémato PR &) 10.1

| 22 F MI PR () 10.1

| 23 7 AMB PR ) 10.1
24 0s F Pédiatrie ACT (-) 101
25 30 F AME PR (-) 10
26 11 F Pédiatrie GE ACT | (+) 32

Yo

| positive

5\ | négative

FR

Figure 19 : Pourcentage de détection du FR par agglutination (Waaler Rose)
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Pour I"étude quantitative, op a préféré de se baser sur la fechnique
d"automatisation utilisani 1’automate néphélométre. Les résultats abtenus et illusirés
dans le tableau 8 représentent la dilution la plus élevée qui donne un résuliat positif.
On remarque d aprés nos résultats que agglutination sst remarqués lorsque le titrs

est supérieur a 10.1.

IV .2, Anficcp

Les valeurs de densitc optique (DO) obteuues par {a technique anii-gop de nos
échantillons sont comparées aux valeurs de références (Tableau 9), pour confirmation
de la positivité ou la négativité du test, puis ils sont présentés dans le tableau 10 &t la

figure 19.

Tablcau 9 : Valeurs dc référence

Anti-CCP DO
Positif >0.06
Douteux [0,05-0,06]
Négatif <0,05

Ces résultats ont montré que le test était positifs chez 21 cas ce gqui représente
(80.7 %) de la population étudiée, 3 cas seulement (11.5 %) étaient négatifs ef 2

En comparant les résultats de la détection du facteur rhumatoide ef des anti-
ccp (Tableau 11), on remarque que dans certains cas la détection du FR était négative

alors gqu’elle a montré une positivité avec les anti-cep comme chez les patients (3, 6,

8.9, 13,14, 16,17, 18,21, 22 et 23).
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Tableau 10 : Résultats Anti-cop des patients

Numéros | Age | Sexe Service Maladie DO Anti-
Diagnostiquée cce
l 38 M Infectieux PR 0.04% -
2 38 M Dermatclogie PR 0,057 {(#/-)
3 32 F il PR 0,060 +
4 S0 F AMB PR 0,061 +
5 35 ¥ AMB PR 0.067 +
& 48 ¥ AMB PR 0,060 ¥
7 47 F Néphrologie PR 0,082 Aok
8 08 F Pédiatrie/GF ACT 0,232 b
9 04 [ M Pediatrie ACJ 0,066 ++
10 30 F MI PR 0,067 -+
I 4 2 Lirgence ACT 0.062 +
12 1 F Nourrisson AC) 0.054 (+-)
13 18 M ‘Hémato PR 0,065 +
14 39 | F M PR 0,064 ¥
15 16 F AMB PR 0.062 *
16 20 M Pédiatrie PR 0.065 +
17 36 F AMB PR 0,063 +
18 22 F Néphrologie PR 0.067 -
i2 Gi ¥ NRS : ACT 0,205 T
20 71 M MI PR 0178 | +++
21 46 F Hémaio PR 0.145 SR
22 18 F MJ PR 0,132 [ +++
23 35 F AMB R 0,061 +
24 05 F Pédiatrie AC] 0,001 -
25 50 F AME PR 0,001 -
26 11 F Pédiatrie GE ACT 0,110 i
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m

%

anti-cep

Figure 19 : Pourcentage de détection d” Anti-ccp

En effet, et aprés récapitulation des résultats (figure 20), on note que 34.6%
des cas ont montré un test positif pour les deux paramétres FR et Anti-cep, 7.7 % des
cas étaient négatifs avec les deux tests alors que 30,7% de la population étudiée ont
enregisiré une absence du FR et une présence d”Anti-cep.

Le résulfat Je plus étonnant, ¢'était les cas 1 qui représente (3.84%), oi on a
enregistré la présence du FR avec une absence des Anti-cep, ceci peut s expliguer par
un certain nombre de fajts qui sont :

> Ferreus du diagnostic comme dans le cas du premier patient olt
la présence du Fr peut étre due a une auire infeetion.

> un traitement immunosuppresseur qui blogue la production
d’auto-anticorps.
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Tableau 11 : Comparaison entre les résultats positifs et négatifs des 2 marqueurs

I D IV, Résuitats et discussion

FR et Anti-cep

f - -

‘ Numéro Maladie FR Anti-CCP
| PR (+) =
2 PR ) (+)
3 PR (+) ¥
4 PR (+) +

' 5 PR (=) +
6 PR (-) +

| 7 PR (+) .
8 ACT () +

' 9 ACJ ) +
10 PR +) ++

| I AC ) +
2 ACI (+) (+-)
13 PR (<)
14 PR (=) +
5 PR (+) +
16 PR =) +
17 PR ) ¥
18 PR (=) A
19 ACJ () +H
20 PR (+) -+
2] PR (=) LR
22 PR ) -+
23 PR ) +
24 ACI =) -
25 PR ) )
26 ACI (+) e
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90,00%
80,00%
70,00%
60,00%

50,00%

40,00%
30,00%
20,00%
10.00%

négative positive

Figure 20 : Compaaisun eulie les pourcentages positifs el négatifs FR et
Anti-cep

Enfin, on peut dire que le dosage du facteur rhumatoide 3 [gM, le plus
fréquemment utilisé, donne un bon examen de dépistage de la PR, mais il manque de
sensibilité (70%) et de spéicificité (87%) Nendaz & perrier (2004)

La spécificité de I"Anti-ccp est supérieure, elle peut atteindre (95.8%) et sa
sensibilité arrive jusqu’au 95.2%

Ainsi la recherche d'Anti-ccp peut se montrer particuliérement utile en cas
d’absence de facteur rhumatoide chez des patients suspect de PR (Kit d” Anti-ccp),
Floris er . (2010).
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V. Conclusion

Le sérum des patients atteints de PR renferme des auto-anticorps dirigés contre
beaucoup d'auto-antigénes, mais la plypart d'entre eux ne sonf pas spécifiques a la maladie.

La présence de facteurs thumatoides (FR) constitue un des sept critéres de
classification de 1'American College of Rheumatology (ACR) pour la PR Cependant ef &
partir les données fournis par nos résultats on peut conclure que les FR sont des anticorps
assez sensibles mais ils ne sont pas trés spécifiques puisqu'ils sont présents dans d'autres
maladies rhumatismales on inflammatoires (en particulier dans dautres types d'arthrites
mimant la PR), dans certaines infections et chez une partie de la population en bonne santé, en

particulier chez les gens dgés.

Parmi plusieurs sujets étudiés av cowrs de ces derniéres années, les anticorps
anti- protéines citrullinées sont apparus comme étant les plus prometieurs car ils possédent
une speciticiié elevée, une capacité & diagnostiquer la PR de fagon précoce et 4 prédire les

formes les plus agressives de la maladie.
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Perspectives

La PR est don¢ un précédés d une longue phase préclinique. La survenue des signes
cliniques constitue en quelque sorte « la complication » d’un processus physiopatholegique
initi¢ au moins dix ans auparavant, L étude de la phase préclinique offre la possibilité d°une
connaissance de plus en plus fine des mécanismes pathogéniques et de la déconverte 4 plus ou

moins long terme de I"antigéne ou des antigénes inductcur(s) de la maladie.

-Il est préférable d’ajouter les anti-ccp dans les eritéres de diagnostiquer la poly
arthrite rhumatoide.

-Eventuellement proposer les anti-cep comme test de dépistage :

-Familles de patients

~Population générale.

-Le test est disponible comme une methode manuelle ELISA, done pour augmenter la

sensibilité et la speécificite du test il est préférable qu'elle soit entiérement automatisée,
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Les nouvelles techniques immunologiques de détection des marqueurs rhamatotdes
“

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chroni¢ autoimmune disease, someiimes
creating strains and joint destruction.

Our study included 26 subjects with rheumatoid arthritis, 6 men (23%) and 20
women (77%) with a sex-male ratio equivalent to 3 33,

We used immunological techniques to detect two markers of RA (rhenmatoid
Tactor (RF) and anti-citrullinated cyclic peptide anti-body anti-CCP).

From the resuits obtained by the technique of detection of theumatoid factor,
L5 patients (57.7%) had a negative result, and 11 patients (42.3%) were positive,
whereas with anti-CCP results showed that thie test was positive in 21 cases which
represents (80.7%) of the study population, only 3 cases (11.5%) were negative and 2
(7.69%) are doubtful.

Indeed, afier summarizing the results we note that:
Specificity and sensitivity of anti-CCP is superior than RF.
The prevalence of inj-ured among the population of female sex is superior to male sex.
The prevalence of achieving population < 55 years (46, 15%) is greater than that > 55
years (7.69%).
Therefore affected by RA in a population of 1 to 55 years is at least a population = 55

years.

key words: theumatoid factor, anti-cifrullinated cyclic peptide anti-bady,
Rheumatoid arthritis.
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