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EH Introduction

La présence d’anticorps (Ac) anti-acide
désoxyribonucléique double brin (ADNdb)
est un des critéres biologiques de dia-
gnostic du lupus érythémateux systémique
(LES) retenu par I’American Rheumatic
Association en 1982, puis révisés en 1997
par I’American College of Rheumatology
(ACR) [1]. Les Ac anti-nucléosomes ont
été décrits au début des années 90 [2],
mais leur signification clinique reste tou-
jours sujette a controverse [3]. L’hétéro-

AD

MNucléosome

liaison

généité des techniques de détection et
des antigénes utilisés pour leur recherche
peuvent expliquer des données parfois
contradictoires.

Dans un premier temps, nous traiterons des cibles anti-
géniques reconnues par ces Ac et de leurs techniques
de détection. Le développement de technique multiplexe
nous a amené pour les Ac anti-ADNdb, a comparer le
test de Farr (considéré comme le gold standard) avec
une technique multiplexe basée sur la fluorimétrie en
flux. Nous terminerons par la signification clinique de
la présence de ces Ac et de leur place dans la prise en
charge du LES.

FA Cibles antigéniques

Les Ac anti-nucléosomes et les Ac anti-ADN font partie
du groupe des Ac antinucléaires (ANA) de type anti-chro-
matine, groupe auquel appartiennent également les Ac
anti-histones. Dés 1983, Hardin avait noté que les Ac anti-
ADNdb étaient le plus souvent détectés chez des patients
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présentant aussi des Ac anti-histones [4]. On pouvait donc
supposer que certains Ac étaient dirigés contre un seul et
méme antigene, composé a la fois d’ADNdb et d’histones:
le nucléosome.

2.1. Déterminants antigéniques

des Ac anti-nucléosomes

Le nucléosome constitue I'unité fondamentale de la chro-
matine et le premier niveau de compaction de ’ADN. Sa
structure est détaillée . Il est constitué d’un noyau
central composé d’octamere d’histones (2 H2A, 2 H2B,
2 H3 et 2 H4) et de 1,7 tour de spires d’ADN en double
hélice (146 paires de bases). Une histone extranucléoso-
mique, H1, qui permet le compactage de la chromatine,
est accolée a la partie externe du nucléosome et ferme
I’ensemble. L'association nucléosome et histone H1 est
appelée chromatosome. Chaque chromatosome est relié
a un autre chromatosome par une courte séquence d’ADN
internucléosomique d’environ 20 a 80 paires de bases,
formant le nucléofilament [5].

Cependant les nucléosomes different en fonction des tis-
sus et des cellules et apparaissent comme des structures
plastiques et dynamiques qui se modifient constamment
en fonction de I'activité de la chromatine [3, 6]. Les
cibles antigéniques reconnues par les Ac anti-nucléo-
somes restent de ce fait, mal définies: histones modi-
fiées, protéines non histones, épitopes conformationnels
présents sur les structures tertiaire et quaternaire des
nucléosomes comme les complexes (H2A-H2B)-ADN
ou (H3-H4)-ADN) [3]. Les Ac anti-nucléosomes ne sont,
par définition, pas dirigés contre les histones ou ’ADN
pris individuellement.
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Figure 2 - Différentes formes d’ADNdb reconnues par les auto-anticorps.
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2.2. Déterminants antigéniques

des Ac anti-ADN

Mis en évidence en 1957 dans le sérum de patients
lupiques par quatre équipes indépendantes, les
Ac anti-ADN peuvent étre dirigés contre ’ADN
monocaténaire ou bicaténaire [7-10]. Les Ac anti-
ADN monocaténaire, souvent d’isotype IgM, appar-
tiennent au répertoire des auto-Ac naturels, sont
susceptibles de réactions croisées avec d’autres
antigenes et peuvent étre présents chez environ
20 % des sujets sains. Les Ac anti-ADNdb ont
pour cible ’ADN double brin ou bicaténaire qui se
présente sous une forme hélicoidale droite appelée
B-ADN ou gauche appelé Z-ADN [11] (figure 2).
Ces Ac sont dirigés contre des épitopes seule-
ment présents dans ’ADNdb, comme des sites
de liaison entre bases complémentaires des deux
brins d’ADN ou des structures conformationnelles
de la double hélice. En fait, les Ac anti-ADN qui
fixent exclusivement ’ADNdb sont relativement
rares; la plupart des Ac anti-ADNdb fixent aussi
bien I’ADN double brin que simple brin. L'utilisa-
tion d’Ac monoclonaux combinée a une analyse
informatique de leur séquence, a permis de mieux
comprendre les interactions Ac anti-ADN et ADN
[12] (figure 3). Une fréquence importante d’acides
aminés basiques (arginine et lysine) et d’acides
aminés polaires (asparagine) permettrait des inte-
ractions électrostatiques et des liaisons hydrogenes
avec les groupements phosphates chargés néga-
tivement du squelette de I’ADN [12]. L'importance
de I'arginine dans des positions clés de la chaine
variable |égére est rapportée par d’autres auteurs
[13]. Les Ac anti-ADNdb du LES sont essentielle-
ment d’isotype IgG et de forte affinité.

Figure 3 - Interactions Ac anti-ADN et ADN.
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IRadic et al [12] ont établi un modéle moléculaire ou les régions hypervariables
(complementary determining region) CDR1 et CDR2 de la chaine lourde
interagissent avec le grand sillon de I’ADN tandis que la région CDR3 interagit avec
le groupement phosphate. La région CDR1 de la chaine Iégere entre en interaction
avec le petit sillon de I’ADN. La région FWRS3 (framework region) de la chaine
lourde, entre CDR2 et CDR3, semble assurer le contact entre le grand et le petit
sillon de I’ADN.
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IF| Crithidia Luciliae

Test de Farr
ELISA

Multiplex chimiluminescence

Multiplex fluorimétrie en flux

ADN K (ADN circulaire et ADNdb du kinétoplaste) | faible et haute semi-quantitative 10a60 %
ADNdb haute quantitative 85 %

ADNdb (purifié, recombinant ou synthétique) faible et haute quantitative ou semi-quantitative 70298 %
ADNdb synthétique Faible et haute quantitative 40a72 %
ADNdb synthétique Haute quantitative 45370 %

IF1: immunofluorescence indirecte; ADNdb: acide désoxyribonucléique bicaténaire ou double brin; LES: lupus érythémateux systémique; ELISA: enzyme-linked-
immunosorbent assay

EX Méthodes de détection
des Ac anti-nucléosomes
et des Ac anti-ADNdb

3.1. Ac anti-nucléosomes

Ces Ac sont actuellement détectés par ELISA, par immu-
nodot, ou par des systémes automatisés basés sur la
fluorimétrie en flux. Les tests disponibles sur le marché
utilisent comme antigene des nucléosomes obtenus par
extraction a partir de la chromatine provenant de lignées
cellulaires (cellules HelLa) ou d’organes animaux (princi-
palement thymus de veau).

Lorsque les nucléosomes sont extraits de la chromatine,
selon le protocole utilisé, on peut obtenir une préparation
de nucléosomes soit pure, soit plus ou moins contaminée
par des subnucléosomes et des complexes d’histones.
Bizzaro et al [14] ont montré que la spécificité diagnostique
des Ac anti-nucléosomes pour le LES est plus élevée si I'anti-
gene utilisé est dépourvu d’histone H1 (95,7 % vs 87,5 %). De
méme, Suer et al [15] ont mis en évidence que la réactivité des
Ac anti-nucléosomes chez les patients atteints de sclérodermie
systémique était due a la présence de I'histone H1 dans la
préparation antigénique utilisée pour la recherche de ces Ac.
Dans un travail non publié, le GEAI avait également fait cette
constatation sur une cohorte de 43 patients sclérodermiques
pour laquelle la prévalence des Ac anti-nucléosomes passait
de 81 a7 % sil'antigéne utilisé était dépourvu d’histone H1.
Cette positivité serait également due a la contamination de
la préparation par la topoisomérase |, Ag cible des Ac anti-
Scl70 retrouvés dans la sclérodermie [16].

3.2. Ac anti-ADNdb

Plusieurs techniques permettent de détecter les Ac anti-
ADNdb . Toutes utilisent comme antigene le
B-ADN. Aux trois groupes de techniques classiquesque
sont I'immunofluorescence indirecte (IFl) sur Crithidia
Luciliae, le test de Farr (radio-immunologie) et les tech-
niques immunoenzymatiques (ELISA) s’ajoutent depuis la
derniére décennie, les techniques multiplexes basées sur
la chimiluminescence ou la fluorimétrie en flux [17-19]. Les
résultats obtenus par toutes ces méthodes divergent par-
fois, ce qui est d( a la nature de I’'antigéne utilisé (ADNdb
purifié, recombinant ou synthétique, ADN circulaire ou ADN
K pour kinétoplaste), a I'isotype des Ac recherché (IgG ou
IgG plus IgM) ainsi qu’a leur affinité (Ac de haute affinité
ou Ac de haute et de faible affinité). Si le test de Farr reste
la technique de référence, malgré les inconvénients de
la radioactivité, les techniques froides multiplexes, plus
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rapides et totalement automatisées se sont beaucoup
développées ces dernieres années. Nous présentons ici la
comparaison du test de Farr avec une technique multiplexe
de fluorimétrie en flux ( BioPlex 2200, BioRad).

Les sérums de 557 patients (67 % de femmes) pour les-
quels les dossiers cliniques ont pu étre consultés ont été
analysés par les deux techniques: 127 SLE (10 au dia-
gnostic, 105 sous traitement et 12 suspicions), 105 autres
connectivites, 15 cancers et 310 autres pathologies (rhu-
matismes inflammatoires, néphropathies, hépatopathies,
maladies intestinales...).

La prévalence des Ac anti-ADNdb était de 22 % par le Farr
vs 14 % par la technique BioPlex. Les résultats BioPlex
appartenant a la zone indéterminée (n = 50) ont été inclus
dans les négatifs car ils correspondent essentiellement
a des résultats négatifs ou faiblement positifs en Farr.
La concordance globale entre les 2 méthodes dans notre
cohorte est de 80,4 %.

Dans la population lupique, la prévalence des Ac anti-
ADNdDb est de 90 % par le test de Farr vs 50 % par BioPlex
au diagnostic et de 48 % vs 40 % en suivi (p = NS).

En suivi, quelle que soit la méthodologie, la prévalence
des Ac anti-ADNdb est plus élevée dans la population
lupique ayant une néphropathie (71 % par le test de Farr
vs 68 % par BioPlex, p = NS).

Dix-sept patients présentent des résultats tres discordants:
7 Farr > 25 Ul /Bioplex négatif (6 LES, 2 au diagnostic et
4 en suivi et 1 hépatite autoimmune) et 10 Farr négatif /
Bioplex 25 IA (1 LES traité, 2 sclérodermies, 1 Sjégren,
1 cancer et 5 pathologies autres).

S’il est nécessaire d’augmenter notre population lupique
au diagnostic, nos résultats sont proches de ceux publiés
[18,19] a I’exception de Bardin et al [17] qui montre une
sensibilité du BioPlex au diagnostic de 70 %.

Nos résultats sont cependant en accord avec ceux de
Bardin et al [17] dans le suivi des patients lupiques avec
atteinte rénale ou le BioPlex offre des performances simi-
laires au test de Farr.

¥ Signification clinique
des Ac anti-nucléosomes
et des Ac anti-ADNdb

4.1. Dans le LES

De nombreuses études se sont attachées a détermi-
ner I'intérét de la recherche des Ac anti-nucléosomes
dans la prise en charge du LES. Toutefois, ces études




différent par les techniques utilisées ou par les critéres
d’évaluation de I'activité de la maladie, rendant leur
comparaison parfois difficile. Les Ac anti-nucléosomes
présentent au diagnostic une sensibilité de 45 a 100 %
et une spécificité de 73 a 100 % [14, 20, 21].
Plusieurs études, toutes techniques confondues, ont
montré une corrélation significative entre le titre des Ac
anti-ADNdDb et celui des Ac anti-nucléosomes [22, 23].
Ces Ac peuvent étre présents chez les patients lupiques
en I'absence d’Ac anti-ADNdb dans 11 a 51 % des
cas [22-24]. lls apparaitraient donc probablement de
fagon plus précoce que les Ac anti-ADNdb. Toutefois,
dans I’étude de Su [25] qui présente une prévalence
d’Ac anti-nucléosomes sans Ac anti-ADNdb de 51 %,
ces derniers sont détecté par IFl sur Crithidia luciliae,
technique trés spécifique mais pouvant manquer de
sensibilité. La présence d’Ac anti-nucléosomes sans
Ac anti-ADNdb a également été mise en évidence dans
le LES juvénile [26].

Classiquement, le titre des Ac anti-nucléosomes est
corrélé a I'activité de la maladie lupique évaluée par le
score SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index) [14, 25]. Cependant le seuil de score
utilisé pour classer le LES comme actif est variable ou
non précisé et des études utilisant les autres scores
d’activité n’ont pas montré de corrélation entre le titre
des Ac et 'activité de la maladie [23, 27] En 2015, une
étude strasbourgeoise sur une cohorte de 48 patients
lupiques a montré que les titres des Ac anti-nucléo-
somes ne sont pas corrélés a I’activité du LES par le
score SLEDAI alors que les titres des Ac anti-ADNdb le
sont, suggérant I'intérét limité de la recherche des Ac
anti-nucléosomes au cours du LES [28]. Cependant, il
s’agissait d’une population ayant majoritairement un
lupus traité avec un SLEDAI inférieur a 10.

Le rash malaire, les arthralgies et les anomalies hémato-
logiques apparaissent plus fréquents chez les patients
ayant des titres élevés d’Ac anti-nucléosomes [23, 25, 27].
Enfin, I'association entre la présence de ces marqueurs
et la néphropathie lupique reste controversée. Dans la
méta analyse de Bizzaro en 2012, 13 études seulement
sur 22 montraient une association significative entre
la présence d’Ac anti-nucléosomes et 'atteinte rénale
[14]. L’étude strasbourgeoise n’a pas mis en évidence
de corrélation entre la positivité des Ac et I’atteinte
rénale ainsi que les cytopénies [28]. A I’inverse pour
Stinton et al, la présence d’Ac anti-nucléosomes serait
un marqueur d’atteinte rénale sévére nécessitant une
transplantation [29].

Peu d’études ont évalué I'intérét des Ac anti-nucléo-
somes dans le suivi de la maladie lupique et les résultats
observés sont discordants [27, 30].

Les Ac anti-ADNdDb font partie des Ac les plus spécifiques
du LES. Leur spécificité varie de 90 a 100 % et leur
sensibilité au diagnostic de 60 a 100 %. lls sont inclus
depuis 1982 dans les critéres diagnostiques de I’ACR
(American College of Rheumatology) [31] revalidés en
2012 par le SLICC (Systemic Lupus International Colla-
borating Clinics) [32]. Ces Ac peuvent étre présents avant
I’apparition des signes cliniques. Arbuckle et al, sur une
cohorte de 130 patients lupiques, ont montré que dans
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55 % des cas, les Ac anti-ADNdb étaient détectables
en moyenne 2,7 ans avant le diagnostic [33].
Le titre d’Ac anti-ADNdb est corrélé a I'activité de la
maladie et a la sévérité de I'atteinte rénale [33, 34]. La
surveillance du titre des Ac anti-ADNdb est indispen-
sable dans le suivi des patients car il permet souvent
de prévoir les rechutes. Une augmentation brutale du
titre des Ac anti-ADNdb au cours du suivi augmente le
risque de survenue d’une poussée de la maladie (glo-
mérulonéphrite ou vascularite principalement) dans les
semaines qui suivent.

Le pouvoir pathogene des Ac anti-ADNdb dans la néphrite

lupique peut s’expliquer de plusieurs fagons [11].

— Les Ac anti-ADNdb se fixent sur les nucléosomes,
eux-mémes fixés sur la membrane basale gloméru-
laire. L’activation du complément serait la source des
Iésions tissulaires développées in situ. Les nucléosomes
proviendraient de corps apoptotiques non éliminés.

— Les Ac anti-ADNdb, méme d’affinité élevée, sont poly-
réactifs, et peuvent entrer en interaction avec une
molécule de la membrane nucléaire (a-actinine, lami-
nine) par réactivité croisée.

La pathogénicité de ces Ac a également été démontrée

dans certaines formes de lupus cérébral (réactivité croi-

sée avec les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDAr)

pouvant induire la mort du neurone) [11].

4.2. Dans les autres maladies
autoimmunes

Les Ac anti-nucléosomes ont été décrits dans de nom-
breuses maladies autoimmunes. Leur prévalence est
de 5a 10 % dans la polyarthrite rhumatoide (PR) avant
traitement et de 15 a 30 % dans la PR sous traitement
par anti-TNFa [35], 7 % dans le syndrome primaire des
anti-phospholipides (SAPL) [22] et le Gougerot-Sjogren
[14], 8 a 45 % dans la connectivite mixte [25, 36]. Une
étude du GEAI a montré une prévalence de 10 % dans
la PR et de 13 % dans le Gougerot-Sjégren. Dans la
sclérodermie, la prévalence est variable et dépend de
la préparation antigénique [37]. En hépatologie, les Ac
anti-nucléosomes ont essentiellement été étudiés dans
les hépatites auto-immunes (HAI) ou leur prévalence
varie de 28 a 53 % [résultats personnels, 38]. Les taux
baissent sous traitement par corticoides mais ne sont
pas corrélés avec la réponse au traitement [38].

Bien que trés spécifique du LES, Les Ac anti-ADNdb
peuvent néanmoins étre rencontrés au cours d’autres
connectivites comme le Gougerot-Sjogren (10 %), la PR (0
a10 %), ou la sclérodermie (10 %). Ces Ac apparaissent
également comme des marqueurs diagnostiques de
I’hépatite auto-immune de type | (HAI-1) et des formes
mixtes associant I’HAI-1 a la cirrhose biliaire primitive
(CBP). Dans I’étude de Muratori [39], les prévalences
des Ac anti-ADNdb détectés par IFI sur Crithidia luciliae
dans les CBP et les HAI-1 étaient respectivement 3 %
et 26 %. Ces auteurs ont également montré que la
présence simultanée d’Ac anti-mitochondries de type
2 et d’Ac anti-ADNdb pouvait aider au diagnostic des
formes mixtes CBP/HAI. Des résultats similaires ont
été obtenus en utilisant le test de Farr (prévalence des
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Ac anti-ADNdb de 25 % dans les HAI-1, 23 % dans les
formes mixtes et 4 % dans les CBP (résultats person-
nels, non publiés).

[ Conclusion

Les Ac anti-nucléosomes sont impliqués dans la phy-
siopathologie du LES et sont fréquemment observés
au cours de la maladie. Ces Ac semblent étre un bon
marqueur d’activité et sont corrélés a la néphrite lupique,
aux cytopénies et a des manifestations cutanées dans
quelques études. lls pourraient également présenter
un intérét dans la maladie lupique sans Ac anti-ADNdb
au diagnostic. Cependant, les techniques de détection
de ces Ac doivent utiliser des antigénes parfaitement
identifiés d’un point de vue structural ce qui n’est pas
toujours le cas actuellement. Les résultats contradictoires
observés dans les différentes études limitent I'intérét de
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