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ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Conduite a tenir devant la mise en évidence
d’anticorps antinucléaires sur HEp-2

Joélle Goetza>*

EP Introduction

Autoanticorps les plus prescrits en pratique médicale, les
anticorps antinucléaires (ANA) sont dépistés par immuno-
fluorescence indirecte sur cellules HEp-2. Lorsque le résultat
du dépistage est positif, les ANA sont titrés, identifiés et
les résultats obtenus interprétés en fonction du contexte
clinique ayant motivé leur recherche. Ce n’est, en effet,
que de la confrontation clinicobiologique que nait un dia-
gnostic de connectivite ou d’hépatopathie auto-immune,
principales indications de la recherche des ANA.

PA Le titrage des ANA
2.1. Dépistage des ANA: rappels

Détectant la plupart des ANA, I'immunofluorescence indi-
recte (IFI) sur cellules HEp-2 reste le «gold standard » pour
le dépistage des ANA [1, 2, 3]. Il n’y a cependant pas de
consensus concernant les facteurs pouvant influencer les
résultats de I'lFl (conditions de culture et fixation des cellules
HEp-2, dilution de dépistage, spécificité du conjugué...),
ce qui constitue un véritable handicap aux tentatives de
standardisation de la méthode [2].

En pratique, la plupart des laboratoires effectuent le
dépistage des ANA & une dilution du sérum au 1/80° ou
au 1/160¢. Toutes techniques confondues, 10 a 15 %
des sujets adultes apparemment sains ont des ANA a
la dilution au 1/80° et 5 % au 1/160¢, et cette fréquence
augmente avec I'age, principalement chez les femmes
aprés 60 ans [1, 4]. De tels titres sont a I’évidence sans
valeur diagnostique.

2.2. Titrage des ANA

Lorsque le dépistage est positif, des dilutions de raison 2
du sérum permettent de préciser le titre des ANA c’est-
a-dire I'inverse de la derniére dilution donnant encore une
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fluorescence. Chaque laboratoire doit définir son seuil
de positivité et préciser sur la feuille de résultat si le titre
observé est significatif (pathologique) ou non.

Lorsque le titre est élevé, le résultat est souvent rendu
supérieur a une dilution limite (généralement 1/1 280).
Les titres élevés sont principalement observés dans les
maladies auto-immunes mais ils peuvent étre retrouvés
dans d’autres circonstances. |l semble aussi que certains
sujets apparemment sains développent des ANA a titre
élevé avec un aspect de fluorescence particulier appelé
«dense fine speckled » (Ac anti-DSF-70, I'antigene cible
ayant un poids moléculaire de 70 kDa) [3, 5, 6]. Les situa-
tions au cours desquelles peuvent étre observés des ANA
figurent dans le fableau I [7, 8].

Tableau | - Situations au cours desquelles
peuvent étre observés des ANA [d’apres 7, 8].

Données cliniques % sujets ayant des ANA

Maladies auto-immunes
Lupus érythémateux systémique > 95
Sclérodermie systémique 60 - 90
Syndrome de Gougerot-Sjogren 40-70
Dermatomyosite, polymyosite 40-70
Connectivite mixte 100
Polyarthrite rhumatoide 15-50
Hépatopathies auto-immunes Variable
Purpura thrombopénique idiopathique 10-30
Thyroidite auto-immune 30-50
Sclérose en plaques 25
Autres circonstances
Fibrose pulmonaire idiopathique 55
Infections V_ariable_;
si chronique: 10 - 50
Cancers Variable
Fibromyalgie 15-25
ANA ou lupus induits par des médicaments | 50 -100
Implants mammaires en silicone 15-25
Sujets apparemment sains
5
Population normale (titre 1/160) augmente avec age;
femmes > hommes
Apparentés de sujets avec connectivite 5-25
Grossesse 5-10
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kX Lidentification des ANA

En pratique clinique, I'intérét des ANA tient a la valeur
diagnostique et pronostique de certains d’entre eux qui
sont de véritables marqueurs des connectivites.
L’identification de ces marqueurs est effectuée:

e sur prescription médicale ciblée par des cliniciens qui
ont I’expérience de ces pathologies;

e a I’initiative du biologiste guidé par le titre des ANA
et/ou I'aspect de la fluorescence.

3.1. Les aspects de fluorescence

L’IFI détecte a de rares exceptions prées (certains Ac anti-
Ro/SS-A et anti-Jo-1) la quasi-totalité des ANA ayant un
intérét en pathologie humaine . Lanature et la
localisation de la fluorescence définissent I'aspect de la
fluorescence ou le pattern. La dénomination des images
n’est pas consensuelle, une nomenclature des aspects de
fluorescence révisée en 2010 devrait apporter une homo-
généité dans la définition des aspects de fluorescence
rendus par les laboratoires [3].

Nous nous limiterons aux seuls aspects de fluorescence
nucléaire, la conduite a tenir en cas de fluorescence cyto-
plasmique a déja été traitée au cours d’un précédent
colloque [9].

Dans certains cas, I'aspect de la fluorescence nucléaire est
suffisamment évocateur pour que I’'on puisse en déduire
la structure nucléaire reconnue par I’Ac: Ac anti-centro-
meres, Ac anti-membrane nucléaire, Ac anti-nucléoles, Ac
anti-corps nucléaires de type nuclear dots.

Dans d’autres cas, 'aspect de la fluorescence nécessite
une identification des ANA dépistés [3, 10, 11].

Les aspects mouchetés de la fluorescence doivent étre
complétés par une recherche d’Ac anti-ENA (extractable
nuclear antigen) dirigés contre les antigénes nucléaires
solubles quand il s’agit d’images de type:

e « coarse granular» (moucheté gros grains) évocatrices
de la présence d’Ac anti-spliceosomes ou complexes
d’épissage tels que les Ac anti-Sm et anti-U1 RNP;

* «fine speckled» (moucheté fin) évocatrices de la pré-
sence d’Ac anti-Ro/SS-A avec ou sans Ac anti-La/SS-B;
* moucheté pléiomorphique évocatrices de la présence
d’Ac anti-PCNA, aspect nettement différent de ceux liés
ala présence d’Ac de type pseudo-PCNA.

L’aspect homogéne défini par une fluorescence uniforme
diffuse du nucléoplasme et un marquage homogeéne de la
chromatine (région chromosomique) des cellules HEp-2
en mitose correspond a la présence d’Ac anti-chromatine.
Les Ac dirigés contre la chromatine peuvent étre des Ac
anti-ADN double brin/natif (anti-ADNdb), des Ac anti-
nucléosomes, des Ac anti-histones ou d’autres Ac dirigés
contre un constituant de la chromatine. Seuls les Ac anti-
chromatine de spécificité anti-ADNdb et anti-nucléosomes
ont un intérét en pathologie humaine [11, 12].

3.2. La recherche des marqueurs

L’absence de standardisation de I'lFI sur cellules HEp-2 est
un véritable handicap a I'établissement d’une stratégie ou
d’un arbre décisionnel consensuel pour la recherche de ces
marqueurs. Si la recherche systématique d’Ac anti-ADNdb
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en cas de fluorescence de type anti-chromatine (homo-
geéne) fait I'unanimité, la stratégie de recherche des
Ac anti-ENA n’est pas univoque. Les pratiques sont mul-
tiples et dépendent non seulement du titre des ANA, de
I’aspect et la localisation de la fluorescence du noyau
mais aussi de la prescription initiale (ciblée ou non), du
prescripteur (accords avec les cliniciens), de I'expérience
du biologiste (reconnaissance des spécificités rares, sen-
sibilité et spécificité des réactifs utilisés).

La valeur diagnostique de ces marqueurs est définie par
la sensibilité et la spécificité des tests utilisés, parameétres
largement tributaires:

e des techniques utilisées pour leur identification (immu-
noprécipitation, immunofluorescence, ELISA, immunodot,
fluorimétrie);

e de la nature des antigenes utilisés (antigénes natifs puri-
fiés, antigenes recombinants, peptides de synthése). Les
antigénes extraits de tissus humains et purifiés représentent
théoriquement les antigénes natifs, mais ceux-ci peuvent
étre dénaturés par des agents chimiques ou physiques,
modifiant ainsi leur réactivité immunologique. Des anti-
genes recombinants peuvent étre utilisés. Il faut privilégier
ceux obtenus a partir de cellules eucaryotes par rapport a
ceux obtenus chez les bactéries car ils sont trés proches
des antigenes natifs. L utilisation de peptides de synthese
est a éviter, car beaucoup d’Ac sont dirigés contre des
déterminants conformationnels exprimés uniquement sur
la molécule native.

Les résultats sont aussi dépendants de la qualité de I'anti-
gene fixé (pureté, configuration moléculaire, structure,
stabilité) et de I’adsorption sur le support [10, 12, 13].
Aussi la recherche de ces marqueurs doit-elle étre confiée
a un laboratoire capable non seulement de mettre en ceuvre
I’ensemble des techniques nécessaires a leur détection et
leur identification mais aussi d’interpréter leurs résultats.

A Linterprétation
d’un résultat positif d’ANA

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

4.1. Les indications d’une recherche d’ANA
La recherche d’ANA est indiquée dés qu’il y a suspicion
de connectivite (syndrome de Gougerot-Sjégren, lupus
érythémateux systémique, sclérodermie systémique,
atteinte musculaire inflammatoire). L'expression clinique
de ces maladies est polymorphe. Il peut s’agir de mani-
festations articulaires (arthralgies, [poly]arthrite), cutanées
(phénomene de Raynaud, acrocyanose, nécroses super-
ficielles, sclérose, télangiectasies, purpura, photosensi-
bilité, doigts boudinés, érythéme), musculaires (douleurs,
faiblesse), thrombotiques, rénales (protéinurie, hématurie,
cylindrurie, insuffisance rénale), hématologiques (cytopé-
nie), neurologiques (psychose, mouvements anormaux...),



pulmonaires (pleurésie, HTAP, syndrome interstitiel...),
digestives, ou d’un syndrome sec, de sérites. L'indication
s’étend aux signes généraux (fievre, altération de I'état
général, asthénie inexpliquée, syndrome inflammatoire
biologique inexpliqué) qui peuvent y étre inauguraux.

La recherche d’ANA est également indiquée dans les
hépatopathies chroniques non virales et non médicamen-
teuses, dans ce contexte la présence d’ANA oriente vers
une étiologie auto-immune de I’affection [14].

4.2. Le tableau clinique

est évocateur de connectivite

Lorsque les manifestations cliniques évoquent une connec-
tivite, la recherche des Ac anti-ENA et/ou anti-ADNdb
constitue une aide au diagnostic, au pronostic ou au suivi
de ces maladies (fableau Il). La présence d’ANA a titre
élevé avec des Ac anti-ENA et/ou anti-ADNdb va soit
corroborer le diagnostic lorsque le tableau clinique est

typique, soit orienter ou faciliter le diagnostic lorsque le
tableau clinique est incomplet.

Les Ac anti-Sm constituent un des critéres biologiques de
classification ou de diagnostic du LES, et les Ac anti-Scl-70
sont spécifiques de la sclérodermie systémique diffuse.
Ces derniers ont aussi un intérét pronostique puisqu’ils
s’observent généralement dans les sclérodermies com-
pliquées de fibrose pulmonaire.

Rappelons que les Ac anti-ARN-t synthétases (anti-Jo-1,
anti-PL-7, anti-PL-12...) qui donnent une fluorescence
cytoplasmique sont caractéristiques des polymyosites,
et que ces patients ont souvent une atteinte pulmonaire
interstitielle.

D’autres Ac sont retrouvés dans différentes affections et
orientent le diagnostic avec un peu moins de spécificité,
tels les Ac anti-U1-RNP dans la connectivite mixte et le
LES, les Ac anti-Ro/SS-A natif ou anti-Ro/SS-A60 dans le
syndrome de Gougerot-Sjogren, le LES, le lupus cutané

ACTUALITES SUR LES AUTOANTICORPS

Tableau Il - Anticorps antinucléaires dépistés en immunofluorescence: cibles et intéréts en pratique médicale [8, 25].

Ag anti -

Maladie(s) associée(s] et prévalence

Signification clinique

LES: 25-60 % (IFI sur Crithidiae luciliae) Valeur diagnostique +++ pour le LES
° ADNdb 50-65 % (test de Farr) Observés dans les hépatites auto-immunes, le SGS ou induits par
53 75-85 % (ELISA) médicaments
o 3 Titre souvent corrélé a I'activité du LES
c
:g: 3 Histones Pathologies diverses, auto-immunes ou non Ac non spécifiques du lupus induit et sans intérét en pathologie
. LES: 67-85 % ; LES sans Ac anti-ADNdb: 60 % Utiles pour le diagnostic de LES si suspicion +++ et Ac anti-ADNdb
Nucléosome P
négatifs
Critére diagnostique du SGS primaire
. n o - - - [
Ro/SS-A (60) ifcfai:-tiiaggut/:ésl_'lzlf .uzsoci(t)afé subaigu: 70 % Facteur de risque de lupus néonatal (bloc auriculo-ventriculaire congénital)
5 - lup gu: ° Ac «anti-Ro/SS-A 52» (= anti-TRIM 21) sans intérét en pratique
T
3 La/SS-B SGS: 30-40 %; LES: 10-20 % Toujours associés aux anti-Ro/SS-A. Facteur de risque de lupus néonatal
=
= LES: 30 % ; connectivite mixte: 100 %
© U1-RNP Sclérodermie systémique: limitée: 3 % ; Nécessaires au diagnostic de la connectivite mixte c
2 diffuse: 14 %. 0
]
3 Sm(D) LES: 2-10 % chez les caucasoides Ac spécifiques du LES :
=
PCNA LES:2-5% Ac rarement observés en dehors du LES E
c
Mi-2 Dermatomyosites: 10-20 % ; polymyosites: <5 % | Ac spécifiques de la DM auto-immune T
s Syndrome de chevauchement Marqueur diagnostique et pronostique avec incidence élevée \I,c
[} g ta_anlé ia: DB O
© + PM-Scl E\);ﬁs'te; slclerc?dermle: 25 A’, . a0 de pneumopathie interstitielle et phénomene de Raynaud 1
° : 5 % ; sclérodermie systémique: 3 % +
Ko}
©
. . . E
z T Scl-70 Sclérodermie systémique diffuse: 20-75 % Vz_aleur dlagnosthl_Je +++ pour la S.S diffuse g
+ Risque accru de fibrose pulmonaire et de cancer
g
g ARNt Polymyosites: anti-Jo-1: 25 %; autres: < 5 %. ) - ’
g synthétases Syndrome des anti-ARNt synthétases (myosite, Marqu’eurs diagnostiques des PM/DM, du syndrome des anti-ARNt
© . ) . . synthétases
et (Jo-1, PL-7, arthrite, Raynaud, fibrose pulmonaire, atteinte val . - fré de fib | .
g PL-12...) cutanée) aleur pronostique: fréquence accrue de fibrose pulmonaire
O
SS cutanée limitée (CREST syndrome): 40-90 % Marqueur de bon pronostic de la sclérodermie systémique
Centromére SS diffuse: 8 %. Vel e ystemiq
Parfois observés au cours du LES, SGS P
Nucléoles Sclérodermie systémique diffuse: 15-40 % Marqueur de mauvais pronostic: atteinte cardiaque, rénale, pulmonaire
Parfois présents dans le SGS, le LES Observés lors d’infections, de cancers ou induits par des médicaments
Membrane nucléaire CBP: si Ac anti-M2+ : 6-14 %, si Ac M2-: 31-50 % | Valeur diagnostique ++ des Ac anti-pores nucléaires (anti-gp210)
H
(Multiple) nuclear dots CBP: Si Ac anti-M2+ : 12-24%, si Ac anti-M2-: 40 % | Assez spécifiques de la CBP (Ac anti-Sp100) ?
Hou M |Spécificité inconnue  Hépatites auto-immunes: 40-70 %. Critére diagnostique des hépatites auto-immunes
Légende: A. IF = aspect de fluorescence; AC anti-M2 = AC anti-mitochondries de type 2; CBP = cirrhose biliaire primitive; H = homogéne ; HAI = hépatopathies auto-immunes;
M = moucheté ; PM/DM = polymyosite/dermatomyosite ; SGS = syndrome de Gougerot-Sjogren; SS = sclérodermie systémique.
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subaigu et le lupus néonatal dont la complication la plus
grave est le bloc auriculo-ventriculaire congénital.

La présence en IFI d’Ac anti-centromere orientera vers
une sclérodermie systémique, il en est de méme pour
les Ac anti-nucléoles a titre élevé lorsque les manifes-
tations cliniques évoquent ce diagnostic.

4.3. Il n’y a pas de signes cliniques
spécifiques ou trés évocateurs

de connectivite

La présence d’ANA sans Ac anti-ENA ou anti-ADNdb, quel
que soit le titre, peut étre observée lors:

e d’autres affections auto-immunes: la présence d’ANA
au cours de la polyarthrite rhumatoide et des thyroidites
auto-immunes n’a pas de valeur diagnostique mais elle
constitue un critére diagnostique des hépatites auto-
immunes [1, 7]. Chez les enfants atteints de polyarthrite
juvénile, la présence d’ANA caractérise un sous-groupe
de patients a risque élevé de survenue d’iridocyclites
et/ou d’arthrites asymétriques [15];

e de certaines prises médicamenteuses: B-bloquants,
interféron a, isoniazide, minocycline, anti-TNF a.... Les ANA
sont le plus souvent présents isolément (le lupus induit
est rare) et disparaissent apres I’arrét du traitement dans
des délais variables, parfois supérieurs a un an [7, 16];

e de cancers: dans les tumeurs solides et les hémopathies
malignes il existe une augmentation de la prévalence des
ANA dont la signification n’est pas clairement établie (épi-
phénomene ? Réponse a des antigénes nucléaires modi-
fiés lors de la transformation cellulaire ?). Le plus souvent
les titres sont faibles mais des titres élevés peuvent étre
observés. Les manifestations cliniques paranéoplasiques
semblent plus fréquentes lorsqu’il existe des ANA mais elles
ne sont ni spécifiques ni liées au titre des ANA. Des ANA
donnant des aspects de fluorescence particuliers peuvent
étre observés au cours de cancers. Ces ANA, rares, sont
essentiellement dirigés contre des composants cellulaires
intervenant dans la croissance et la prolifération cellulaire :
Ac anti-protéine centromérique F (CENP-F), ANA de type
pseudo-PCNA ou autres Ac de type anti-«chromosomal
passenger proteins » [17-20]. Si les Ac anti-CENP-F ne
sont pas fréquents au cours des cancers (< 10 %), pres
de 50 4 70 % des patients ayant des Ac anti-CENP-F ont
un cancer [20];

e d’infections aigués ou chroniques: infections virales (virus
d’Epstein-Barr, VIH, VHC, parvovirus B19, virus coxsackie...),
infections bactériennes (borréliose, tuberculose, endocar-
dites lentes...) infections parasitaires (leishmaniose) [21, 22].

4.4. Le tableau clinique

est évocateur d’une affection

auto-immune du foie

La présence d’ANA a des titres modérés ou élevés et/ou
d’Ac anti-muscles lisses de type anti-actine figure parmi
les critéres diagnostiques de I’hépatite auto-immune de
type 1 dans les deux scores (score international révisé
en 1999 ou score simplifié) des hépatites auto-immunes.
Les ANA présents dans ces cas sont souvent dirigés
contre un constituant de la chromatine [23-25].
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Le diagnostic de cirrhose biliaire primitive (CBP) est faci-
lité par la présence d’ANA trés spécifiques de la maladie:
* les Ac anti-membrane nucléaire dirigés contre des
protéines des pores, en particulier les Ac anti-gp210 pré-
sents chez 10 a 50 % des patients atteints de CBP, et les
Ac anti-nucléoporine Nup62, les deux spécificités étant
de mauvais pronostic avec une évolution plus rapide de
la CBP vers I'insuffisance hépatique;

* les Ac anti-Sp100 observés dans pres de 25 % des
CBP et dirigés contre les corps nucléaires, responsables
de I'aspect de fluorescence de type multiple nuclear dot.
Cet aspect de fluorescence n’est cependant ni spéci-
figue des Ac anti-Sp100 (les Ac anti-PML, anti-NDP 52,
anti-Sp140 donnent le méme aspect de fluorescence) ni
spécifique de la CBP (cet aspect peut étre observé dans
d’autres affections en particulier dans le LES) [25-28].
Au cours de la CBP, il est possible d’observer d’autres
ANA ayant une valeur pronostique. La présence
d’Ac anti-centromeére constitue un facteur de risque
d’évolution défavorable de la CBP (hypertension por-
tale). Par ailleurs, les patients ayant une CBP et des
Ac anti-centromére ont plus souvent un syndrome de
Gougerot-Sjogren associé a la CBP comparés a ceux
qui ont une CBP sans Ac anti-centromere [26, 28].

4.5. ANA et sujets apparemment sains

Des ANA a titre faible (< 320) sans Ac anti-ENA ni anti-
ADNdb peuvent s’observer chez des sujets sains, la préva-
lence des ANA augmente avec I'age (20 a 25 % des sujets
de plus de 60 ans ont des ANA) dans les deux sexes. Apres
80 ans, la prévalence des ANA chez les hommes semble
rejoindre celle observée chez les femmes [29].

Des ANA peuvent précéder I'apparition des signes cli-
nigues de connectivite a un stade ou la symptomatologie
est pauvre et non spécifique [30, 31].

La signification des Ac anti-DFS70 reste a préciser.

[ Conclusion

En pratique, la présence d’ANA s’observe essentiellement
dans quatre situations:

* au cours de maladies auto-immunes, en particulier au
cours des connectivites ou certaines spécificités constituent
de véritables marqueurs diagnostiques et/ou pronostiques;
e au cours des hépatopathies auto-immunes mais aussi
au cours de la polyarthrite rhumatoide, des thyroidites
auto-immunes;

* au cours de maladies infectieuses, de fagon transitoire,
avec des titres plus ou moins variables;

e au cours de cancers avec des aspects de fluorescence
variables, certains de ces Ac pouvant étre présents avant
le diagnostic du cancer;

e lors de la prise de certains médicaments inducteurs.
Néanmoins il faut se rappeler que des sujets sains peuvent
avoir des ANA (les titres sont généralement faibles sauf
pour les Ac anti-DFS70) et que la présence d’ANA avec
marqueurs peut étre un des premiers signes de la survenue
ultérieure d’une connectivite.
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AESKUSLIDES®

THE IFA PRODUCT LINE

Simplify your routine autoimmunity sample screening with AESKUSLIDES®. The Immunofluorescence
(IFA) product line from AESKU.DIAGNOSTICS is designed to fit in with lab automation needs.
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e All parameters from this product line are pre-programmed and validated for use in HELMED® and HELIOS® IFA
Processors.

e The major patterns found on the AESKUSLIDES® are collected in the HELPS+ software and HELIOS® device
software image library.

e  The AESKUSLIDES® product line comprises a complete panel of cell and tissue based slides and kits for the
detection of major autoantibodies.

e Easy handling: ready to use reagents and controls with vials that fit directly in the HELMED® and HELIOS®
racks.

e Full traceability: every Slide is labeled with product barcode and individual number.

e Components such as wash buffer, sample buffer or mounting medium are common amongst the entire product
range.

e Vacuum sealed slides provide long shelf life.
e  Especially formulated mounting medium allows its use in the HELMED® and HELIOS® IFA Processors.

e Strong hydrophobic teflon mask coating of the slides avoids cross contamination and requires minimal
conjugate volumes.
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AESKUSLIDES®

THE IFA PRODUCT LINE
SUBSTRATES OVERVIEW

ANA HEp-2 cells
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nDNA Crithidia luciliae cells
E-E:;.,-_: (1(72(3(4(75
: r.WOf.Qr.8(7f.6
Kinetoplast positive Kinetoplast negative
ANCA Granulocytes

T

2 3 4 5 6
fREge & @ & & ¢
Epif 9 ¥ \ ¥

P-ANCA Ethanol C-ANCA Formalin

Also available as 10 well slide IgA Endomysium positive IgG Endomysium positive
AMA/ASMA/APCA
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LKS (rat, mouse)

Also available as 10 well slide
Double tissue KS available on request

AMA like pattern on kidney

Parietal cell positive

Triple tissues are available in two different formats:

Separated - where the liver, kidney and stomach 4 ; | '-.|I ) Wrapped - where the liver and the kidney are
can be found in separated tissue sections. e wrapped with stomach.



