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Résumé

Résumé

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre
une agression qui entraine une altération tissulaire. La fonction primaire de cette réponse est
d’¢liminer 1’agent agresseur du reste de 1’organisme et de permettre, le plus rapidement
possible, la réparation des tissus. Cette réponse, dénommée inflammation aigue, est un
phénomene bénéfique pour 1’organisme qui peut ainsi retrouver son intégrité physiologique.
L’aspect négatif de cette réponse intervient quand cette derniére se pérennise et devient
chronique.

L’exploration biologique du syndrome inflammatoire repose sur des examens d’orientation
qui comprennent la vitesse de sédimentation, I’hémogramme et 1’électrophorése des protéines
sériques, ainsi que sur des examens spécifiques dont les protéines inflammatoires comme la
CRP, I’haptoglobine, I’orosomucoide, la transferrine.

L’¢lectrophorése capillaire permet la séparation des protéines sériques en fractions afin

d’en étudier les modifications qualitatives et quantitatives. Elle présente cependant des
limites car elle permet une séparation relativement grossiére des protéines sériques en six
fractions (albumine, al-globulines, a2-globulines, B-globuline et les y-globulines).
Dans cette présente étude, nous avons réalisé dans un premier temps des électrophoreses
capillaires des sérums de patients présentant des résumés cliniques en faveur d’un état
inflammatoire. Les protéinogrammes obtenus sont des profils en faveur d’une réaction
inflammatoire.

Dans un second temps, nous avons effectué des dosages des différents marqueurs
inflammatoires dont la CRP, I’haptoglobine, le fer, la fraction C4 du complément et
I’albumine. Nous avons constaté que les patients ayant un profil pathologique présentent des
taux élevés en CRP et haptoglobine, des concentrations légerement élevées en fraction C4 et
des taux bas en fer et en albumine.

Enfin, nous avons étudi¢ la corrélation entre I’albumine estimée par 1’¢lectrophorese
capillaire et celle dosée puis entre la concentration des marqueurs spécifiques et les
différentes fractions protéiques obtenues par électrophorese capillaire. Nous avons constaté la
présence d’une bonne corrélation entre 1’albumine dosée et celle calculée et une corrélation
positive et/ou négative entre les fractions en électrophorése capillaire et les marqueurs dosés.
L’électrophorése capillaire des protéines sériques est bien adaptée au diagnostic et au suivi

du syndrome inflammatoire.

Mots clés : inflammation, électrophorése capillaire, protéines sériques, protéinogrammes.



Abstract

Abstract

The inflammatory response is a physiological process of defense of the organism against
an aggression that leads to tissue damage. The primary function of this response is to
eliminate the aggressor agent from the rest of the body and to allow tissue repair as quickly as
possible. This response, known as acute inflammation, is a beneficial phenomenon for the
body, which can thus regain its physiological integrity. The negative aspect of this response
occurs when the latter is perpetuated and becomes chronic.

Biological exploration of the inflammatory syndrome is based on orientation examinations
that include sedimentation rate, blood count and serum protein electrophoresis, as well as
specific examinations including inflammatory proteins such as CRP, haptoglobin,
Orosomucoide, transferrin.

Capillary electrophoresis allows the separation of serum proteins into fractions in order to
study their qualitative and quantitative changes. However, it has limitations because it allows
a relatively rough separation of the serum proteins into six fractions (albumin, al-globulins,
a2-globulins, B1-globulins, f2-globulins and y-globulins).

In this study, we first performed capillary electrophoresis of serum from patients with
clinical abstracts in favor of an inflammatory state. Proteinograms obtained are profiles in
favor of an inflammatory reaction.

In a second step, we carried out determinations of the various inflammatory markers
including CRP, haptoglobin, iron, complement C4 fraction and albumin. We found that
patients with a pathological profile had high CRP and haptoglobin levels, slightly elevated C4
concentrations, and low iron and albumin levels.

Finally, we studied the correlation between the albumin estimated by capillary
electrophoresis and that measured and then between the concentration of the specific markers
and the different protein fractions obtained by capillary electrophoresis. We found a good
correlation between the measured and the calculated albumin and a positive and / or negative
correlation between the fractions in capillary electrophoresis and the measured markers.

Capillary electrophoresis of serum proteins is well suited for the diagnosis and follow-up of

the inflammatory syndrome.

Keys words: inflammation, capillary electrophoresis, serums proteins, proteinograms.
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Introduction

Introduction

L’inflammation est un processus physiologique complexe, qui implique des centaines de
médiateurs et différents types de tissus et de cellules et qui peut étre initié par tout stimulus
causant une lésion cellulaire. Souvent I’inflammation est une réponse a une infection.
Cependant des agents chimiques, physiques, immunologiques et traumatiques peuvent
également induire cette réaction.

Le but ultime de cette réaction est 1’élimination de I’agent causal avec une destruction
minimale des tissus hotes et la réparation des dommages causés par le facteur initiateur. La
réponse inflammatoire est un processus fortement contrdlé par de nombreux systemes
régulateurs. En général, elle protége I’organisme en participant a la réaction immunitaire
naturelle, en favorisant la réponse immunitaire spécifique et la réparation des tissus Iésés.

La durée de la réponse inflammatoire dépend de la réussite de la résolution et de la
neutralisation de 1’agent initiateur. L’ inflammation aigue est un processus relativement court,
et ses principales caractéristiques sont une exsudation des protéines plasmatiques et des
fluides et la migration des leucocytes dans le compartiment extravasculaire.

Si la réponse aigue est incapable d’éliminer 1’agent causal ou de réparer le tissu 1ésé, un
processus chronique, dans lequel la destruction et la réparation des tissus se produisent
pendant la poursuite de la réaction inflammatoire, peut se développer, c’est I’inflammation
chronique.

L’exploration du syndrome inflammatoire repose sur des examens biologiques qui
apportent des informations utiles pour le diagnostic (la vitesse de sédimentation,
I’hémogramme, 1’¢électrophorése des protéines sériques et les protéines de 1’inflammation) et
des examens réserves aux protocoles de recherches cliniques.

L’¢lectrophorése des protéines sé€riques peut €tre prescrite lorsque les symptomes que
présentent le patient suggérent une inflammation, une infection aigue ou chronique ou une
maladie auto-immune, car elle donne une bonne estimation des différentes fraction:
protéiques dans le serum. Chaque fraction dans le profil regroupe un ensemble de protéines
spécifiques (marqueurs), I’évaluation des taux de ces dernieres, permet une détection efficace
de certaines pathologies. Surtout dans certaines situations cliniques qui nécessitent d’évaluer
rapidement les complications associées a I’inflammation par le dosage de plusieurs protéines

en parallele.
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Introduction générale

Le dosage plasmatique de ces marqueurs est réalisable en pratique clinique. Il aide a
conforter un diagnostic de syndrome inflammatoire et permet surtout le «monitorage
biologique» de la réponse inflammatoire. L’intérét du dosage plasmatique d’un marqueur peut
étre fonction de I’étiologie, des circonstances de survenue, et de 1’existence de certaines
pathologies associées. La valeur pronostique d’un marqueur dépend directement de son
aptitude a étre un reflet de la réaction inflammatoire a tout moment de I’évolution.

L’objectif de cette présente ¢étude est d’étudier le profil électrophorétique des patients
atteints de pathologies inflammatoires et de réaliser un dosage des marqueurs spécifiques de
I’inflammation afin d’établir une corrélation entre les fractions protéiques et les marqueurs
correspondant et d’expliquer la nécessité de ces dosages pour conforter le diagnostic du

syndrome inflammatoire.
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Synthése bibliographique Généralités

1.1.Généralités

1.1.1. L’immunité

1.1.1.1. Définition

L’immunologie a pour but d’étudier les phénomenes de I’immunité. Ce terme, d’origine
latine, s’adressait initialement a la résistance des individus vis-a-vis des infections
bactériennes. Cette définition s’est élargie aujourd’hui a 1’ensemble des réactions tendant a
¢liminer les substances étrangeres. L’ensemble des cellules, des tissus et des molécules qui
coopérent pour éliminer les agents étrangers est appelé systéeme immunitaire et la réaction
coordonnée de ces cellules et molécules contre les germes pathogenes porte le nom de
réponse immunitaire. Cette derniere est de deux types : innée et adaptative.

1.1.1.2. Immunité innée

L’immunité innée constitue la premicre ligne de défense contre les agents pathogenes. Elle
se met en place d’une maniére rapide et spontanée et ne nécessite pas de contact préalable
avec l’agent étranger. Elle met en jeu des modules consécutifs comme la barriére peau-
muqueuse et des modules induits comme la phagocytose et la réaction inflammatoire
(CHATENOUD, 2012).

La réponse immunitaire innée est induite par un signal danger émis suite a ’interaction
entre les récepteurs du soi appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) et des molécules du
non-soi appelées PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns) présentes au niveau des
microorganismes (DELNESTE et al, 2008). 1l s’agit d’une réponse transitoire qui n’engendre
pas de mémoire immunologique, c¢’est-a-dire qu’une fois la réponse terminée il ne restera
aucune trace de la rencontre de 1’agent pathogeéne qui 1’a suscitée. Certains des acteurs
cellulaires de I’'immunité innée une fois activés vont jouer un rdle déterminant dans le
déclenchement des réponses immunitaires adaptatives. Ces cellules qui constituent le lien

entre les deux types de réponses sont les cellules dendritiqgues (CHATENOUD, 2012).

1.1.1.3. Immunité adaptative
L’immunité adaptative constitue la seconde ligne de défense qui permet d’éliminer les
pathogénes qui ont échappé a la réponse innée ou qui persistent malgré cette réponse. Elle
repose sur ’action coordonnée de différents types de cellules fonctionnellement distinctes
dont les cellules présentatrices d’antigene, les lymphocytes B qui produisent des anticorps et
les différentes catégories de lymphocytes T dont les lymphocytes T auxiliaires, les

lymphocytes T cytotoxiques et les lymphocytes T régulateurs.
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Les réactions immunitaires adaptatives se distinguent des réponses immunitaires innées par

leur spécificité pour les substances étrangeres qui les induisent : les antigénes.
Les antigénes sont des substances capables de provoquer une réponse immunitaire adaptative,
puis de réagir spécifiquement avec le produit de cette réaction : anticorps ou lymphocytes B et
T sensibilises. Chaque clone lymphocytaire B ou T exprime un récepteur unique, spécifique
d’un antigéne, engendré par réarrangement somatique de fragments de geénes distincts. Cela
constitue la base moléculaire de la diversité du répertoire lymphocytaire.

Les anticorps sont des substances dont la production est provoquée par interaction avec un
antigene et qui sont capables de se lier spécifiquement a lui. Sous forme soluble, ils
constituent les immunoglobulines plasmatiques (Ig) dont on connait 5 classes différant par
leur structure et leur fonction (IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE). Sous forme membranaire
constituent leur récepteur pour la reconnaissance de ’antigéne (AYMERIC et LEFRANC,
2009).

Une autre caractéristique essentielle propre aux réponses immunitaires adaptatives est
qu’elles engendrent une mémoire immunitaire. Une fois la réponse terminée, il persiste chez
I’hote des clones lymphocytaires B et T spécifiques de I’antigéne qui a engendré la réponse.
Lors d’une nouvelle rencontre avec ce méme antigéne, grace a cette mémoire les clones

lymphocytaires se réactivent de maniere rapide.

1.1.1.4. Le systéme du complément

Le systeme du complément est un ensemble complexe de plus de 30 protéines, produites
par le foie, les macrophages et les cellules intestinales. Ce systeme se distingue
par (PUNDIR et KULKA, 2012 ; ROSAIN et al ,2014) :
-les protéines plasmatiques s’activant séquentiellement par cascade enzymatique;
-les protéines de régulation, plasmatiques et membranaires, permettant d’éviter 1’auto
activation du systéme et la limitant au niveau de la cible désirée;
- les récepteurs de membrane, par I’intermédiaire desquels le complément peut exercer ses
fonctions biologiques.

L’activation de ce systeme se fait selon 3 voies distinctes (AYMERIC et LEFRANC,
2009 ; ROSAIN et al ,2014) :
-la voie classique qui s’active en présence de complexes immuns et d’ions bivalents. Elle

conduit a la formation des convertases C3 et C5 « classiques » ;
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-la voie alterne indépendante des anticorps, elle peut étre activée spontanément ou par
certains polysaccharides bactériens et représente ainsi un systeme de résistance naturel a
I’infection avant méme le développement de la réponse spécifique.
-la voie des lectines fait intervenir une protéine structurellement tres proche du Clq, la
Mannose binding lectin (MBL) qui, alors qu’elle interagit avec des dérivés des mannoses a
la surface des agents pathogenes peut interagir avec soit la protéine MASP-1 (MBL
Associated Serine protease) qui assure des fonctions proches de celles du C1, clivant le C4 et
le C2, soit la protéine MASP-2 qui clive directement le C3, et amplifie I’activation de la voie
alterne.

Ces 3 voies aboutissent a la formation d’anaphylatoxines : C3a et C5a, médiateurs de
I’inflammation, et a la formation du complexe d’attaque membranaire conduisant a la

destruction de la cellule cible.

1.1.2. L’inflammation

1.1.2.1. Définition

La réaction inflammatoire est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre
une agression qui entraine une altération tissulaire. Elle fait partie des mécanismes de
défense de I’immunité innée. Cette dernicre repose sur les barrieres naturelles et la mise en
place d’une réaction inflammatoire précoce face a toute agression quelle qu’en soit la
cause (physique, chimique, infectieuse, tumorale, etc.). Cette réponse est déclenchée par la
libération de nombreux médiateurs issus de [’activation cellulaire et 1’activation du
complément. Elle met en jeu dans un premier temps, la libération de différentes substances
de défense (protéines du complément, médiateurs lipidiques, radicaux libres) et de substances
vasoactives qui augmentent la vasodilatation des capillaires et le recrutement rapide de
cellules phagocytaires qui vont pénétrer dans le site inflammatoire et assurer la phagocytose

des agents pathogenes, ainsi que des cellules infectées .

1.1.2.2. Mécanismes de I’inflammation
L’inflammation peut étre divisée en 3 grandes phases :
-une phase vasculaire immeédiate;
- une phase cellulaire;

-une phase de résolution et de réparation.
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La phase de latence est la phase qui s’écoule entre 1’introduction de 1’agent « étranger » et
les manifestations de I’inflammation. Elle correspond a la reconnaissance de I’agent étranger
par des récepteurs. C’est la réaction agent étranger — récepteur qui induit 1’activation
initiale des systemes plasmatiques et cellulaires.

1.1.2.2.1. La phase vasculaire

La phase vasculaire consiste en une vasoconstriction réflexe trés bréve suivie d’une
vasodilatation durable avec ralentissement du flux sanguin et augmentation de la perméabilité
vasculaire, ce qui entraine une fuite de liquide plasmatique et donc la formation d’cedémes.
L’augmentation de la perméabilité entraine aussi la diapédése et la migration extravasculaire
des leucocytes.

La vasoconstriction bréve perturbe le mouvement de la lignée thrombocytaire dans la
circulation sanguine et entraine 1’activation des plaquettes. Ce phénoméne est déterminant
car les plaquettes interviennent en colmatant les breches spontanées ou provoquées. La
plaquette ainsi activée est capable de synthétiser la tromboxane A2 qui est douée de propriétés
agrégeantes et vasoconstrictrices puissantes (outre son role dans I’hémostase).

Cette phase vasculaire immédiate permet également d’isoler les microorganismes
pathogenes, susceptibles de pénétrer dans 1’organisme par la plaie. De plus, 1’activation des
facteurs de coagulation en présence de facteurs tissulaires aboutit a la formation de fibrine qui

vient consolider le clou hémostatique formé par I’agrégation des plaquettes (figure 1).
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Figure 1 : Activation plaquettaire au cours de la phase vasculaire (Schwartz, 2011).
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Les phénoménes vasculaires dépendent de la libération de médiateurs tels que 1’histamine,
les prostaglandines et les anaphylatoxines C3a et CS5a générées par 1’activation du
complément (MACGLASHAN, 2003; MARKIEWSKI et LAMBRIS, 2007). La libération
de ces médiateurs induit également une augmentation des fenétres intercellulaires permettant
I’extravasation des protéines plasmatiques et des cellules vers les tissus.

L’altération des parois vasculaires entraine 1’apparition de nouveaux récepteurs des cellules
endothéliales comme ELAM-1(Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule-1) et ICAM-1
(Intracellular Adhesion Molecule-1), ce qui accentue les phénoménes d’extravasation et de
margination des cellules vers les tissus lésés (figure 2). Ce phénomeéne est amplifié sous
I’effet de la sécrétion de chimiokines par les cellules des parois vasculaires altérées.

1.1.2.2.2. La phase cellulaire

L’étape initiale de la phase cellulaire consiste en une margination des cellules de la
circulation sanguine vers le site de 1’agression. De¢s le début des phénomeénes vasculaires,
les polynucléaires neutrophiles (PN) et les monocytes quittent la partie centrale du flux
sanguin pour gagner la paroi des vaisseaux, c’est la « margination », et y adhérent, c’est |’ «
adhérence » , les neutrophiles ainsi marginés visibles le long des cellules endothéliales de la
zone lésée, vont traverser la paroi (diapédése) sous I’effet des chimiokines (IL8, MCP1, IP-
10) et vont tenter de nettoyer la zone lésée (AYMERIC et LEFRANC, 2009). La
premicére étape implique la fixation réversible des leucocytes a I’endothélium et leur ligand
présent sur les leucocytes : I’antigéne sialyl-Lewis* (figure 2). Cette interaction ne permet
pas I’ancrage stable du leucocyte qui va simplement rouler a la surface de 1’endothélium.
La fixation stable nécessite des interactions plus fortes qui mettent en jeu le couple ICAM-1
sur I’endothélium et LFA-1 sur le leucocyte. Cette interaction bloque le leucocyte et permet
sa migration a travers 1’endothélium (figure 2). La migration dépend de la concentration
en chimiokines secrétées par les cellules phagocytaires et endothéliales presentes sur le site
de l’infection. Au niveau des tissus infectés, les PN peuvent éliminer de nombreux
pathogéenes par phagocytose. Cette derniere peut étre directe par I’intermédiaire de récepteurs
spécifiques des structures présentes a la surface de la bactérie, ou indirecte aprés opsonisation

par des anticorps et des protéines du complément.
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Selectin-mediated adhesion is weak, and allows the neutrophil to roll along
the vascular endothelial surface
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Figure 2 : Mécanismes d’adhérence des leucocytes a 1’endothélium vasculaire (GOODRUM,
2005)

1.1.2.2.3. La phase de résolution
Cette phase dépend du degré des lésions tissulaires. En effet, dans les conditions les plus
favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les PN et les produits de dégradation ainsi
que les débris cellulaires sont phagocytés par les macrophages. Ces derniers vont alors
secréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de
régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps en
la réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes. Si D’atteinte est
plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont intervenir
pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer a 1’angiogenese, mais ce sont
surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des
tissus intracellulaires, comme le collagene, la fibronectine et la laminine pour permettre la
reconstruction des tissus (ORTEGA-GOMEZ et al, 2013).
1.1.2.3. Les médiateurs de I’inflammation
1.1.2.3.1. Facteurs de coagulation
L’activation du facteur XII par des éléments figurés ou solides (collagéne), des composés
biologiques (LPS des bactéries, plasmine) et immunologiques (complexes immuns) déclenche

la coagulation et aboutit a la formation de fibrine qui vient consolider le clou hémostatique,
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formé¢ par [’agrégation plaquettaire. La fibrine ainsi formée est un puissant agent
chimiotactique des polynucléaires neutrophiles mais elle intervient aussi dans la permeabilité
vasculaire en agissant sur le systéme des kinines (BATTEUX et al, 2003).
1.1.2.3.2. Le systéeme de Kinines
Les kininogénes, précurseurs inactifs des kinines, donnent naissance sous I’effet des
kallicreines a de nombreux petits peptides vaso-actifs qui augmentent la chaleur locale et la
douleur. Ces peptides sont rapidement détruits sous 1’effet des kininases. La bradykinine,
produit emblématique de cette famille, est un nanopeptide qui augmente la perméabilité
vasculaire, elle est responsable de la douleur par interaction avec des récepteurs spécifiques
sur les neurones sensoriels et elle agit avec la plasmine en activant la voie alterne du
complément ce qui amplifie la réaction inflammatoire (BATTEUX et al, 2003).
1.1.2.3.3. Les dérivés de I’acide arachidonique
La bradykinine potentialise 1’effet des prostaglandines et stimule la phospholipase A2.
Cette derniére favorise la formation de 1’acide arachidonique des phospholipides
membranaires des plaquettes et des cellules endothéliales. Le métabolisme de 1’acide
arachidonique conduit par la voie de la cyclooxygénase a la synthése de prostaglandines, des
agents vasodilatateurs et algogénes qui contribuent a 1I’érythéme, la douleur et la fiévre, et par
la voie de la 5-lipooxygénase aux leucotréines qui ont une forte activité chimiotactique et
chimiocénétique sur le PN.
1.1.2.3.4. Le PAF-acéther
Le PAF-acéther (platelet activating factor) est un médiateur produit au cours de I’activation
plaquettaire. C’est un phospholipide membranaire produit aussi par les monocytes, les
macrophages et les cellules endothéliales, il est le plus puissant des agrégants plaquettaires
connus, il a aussi une action chimiotactique sur les PN, active les phagocytes et agit sur les
fibroblastes et les fibres musculaires.
1.1.2.3.5. Les cytokines et les chimiokines
Une des fonctions de la réponse innée est le recrutement sur le site infectieux d’un grand
nombre de cellules phagocytaires et de molécules effectrices. Ce recrutement est assuré par
la sécrétion de cytokines par les cellules de I’'immunité innée. Les cytokines produites en
réponse a une infection sont ’IL1, I'IL6, I’'IL8, IL12 et le TNF. Elles exercent des actions
locales et systémiques.
Les cytokines proinflammatoires (I’IL1, 1’IL6 et TNF) jouent un rdle primordial dans la

régulation des cellules phagocytaires et sont susceptibles d’intervenir lors de chacune des
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étapes qui gouvernent la fonction proinflammatoire de ces cellules. Elles interviennent en
particulier dans les phénomenes d’adhérence a 1’endothélium, de déplacement orienté vers le
site de I’agression et de phagocytose.

Les chimiokines sont des petits peptides, synthétisés par les phagocytes, qui ont la
propriété d’étre chimiotactique pour les leucocytes. Elles permettent le recrutement des
monocytes et des polynucléaires du sang vers le site de I’infection. Ainsi les phagocytes
tissulaires et leur nombre est rapidement augmenté par I’action des chimiokines qui recrutent
de nombreuses cellules phagocytaires sur le site infectieux. Certaines chimiokines comme
MCP-1, I’IL8 ou IP-10 interviennent aussi dans la réponse inflammatoire, en attirant des PN.
Ces trois chimiokines sont produites par les cellules endothéliales agressées (BATTEUX et al,
2003).

1.1.2.3.6. Les molécules d’adhérence

Les mécanismes de la diapédese des leucocytes reposent sur 1’expression de plusieurs types
de molécules d’adhérence a la surface des cellules endothéliales vasculaires et des
leucocytes (LEY, 2003; HERTER et ZARBOCK, 2013) :

-les sélectines (L, E et P) sont responsables d’une interaction cellulaire transitoire, entrainant
le roulement des leucocytes sur la paroi vasculaire ;

-les B2 intégrines leucocytaires, activées par un ensemble de molécules pro-adhérentes
(agents chimiotactiques, chimiokines), assurent une adhérence de forte affinité des leucocytes
en interagissant avec leurs contre-récepteurs endothéliaux ICAM-1 et VCAM-1 dont
I’expression est sous le contrdle de cytokines inflammatoires;

-la migration trans-endothéliale, dirigée selon un gradient chimiotactique, parait alors
dépendre des molécules PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule) exprimées
a la surface des leucocytes et au niveau des jonctions endothéliales;

-enfin, la rétention tissulaire des leucocytes est assurée par interaction de leurs intégrines
(principalement 1) avec les protéines de la matrice extracellulaire ou avec des cellules

résidentes des tissus.

1.1.2.4. Les formes cliniques de I’inflammation
1.1.2.41. L’inflammation aigue
L’inflammation aigue est un phénoméne bénéfique pour I’organisme qui peut ainsi
retrouver son intégrité physiologique. L aspect négatif de la réponse inflammatoire intervient
quand cette derniére se pérennise et devient chronique. Dans ce cas, elle devient défavorable

et doit étre contrblée par des traitements médicamenteux.

)
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La réaction inflammatoire aigue est caractérisée par 4 signes typiques : tumor, dolor, calor,
color, signes cardinaux de Celsius, qui sont la tuméfaction (cedéme), la douleur, la chaleur et
la rougeur. Cette réaction peut s’accompagner d’atteintes fonctionnelles régionales selon la
gravité de ’agression (BATTEUX et al, 2003).

1.1.2.4.2. L’inflammation chronique

Les signes d’une inflammation chronique au début sont identiques a ceux d’une
inflammation aigue, mais les destructions tissulaires sont plus graves et ont des conséquences
fonctionnelles profondes. Cette inflammation chronique laisse des séquelles anatomiques et
fonctionnelles. La définition du caractére chronique d’une inflammation n’est pas toujours
aisée : le meilleur critere de chronicité est une durée supérieure a 6 semaines.

Dans de nombreux cas l’inflammation semble chronique d’emblée, comportant dés le
départ des phénomeénes de remodelage du tissu conjonctif, de destruction et de réparation. Le
mécanisme de la chronicité n’est pas toujours évident. Dans certains cas, elle tient a la
persistance d’une substance pathogéne que 1’organisme est incapable d’éliminer :
I’inflammation échoue dans sa finalité premiére qui est le maintien de 1’intégrité du soi. Dans
d’autres cas, on peut supposer qu’elle est auto entretenue, les mécanismes intermédiaires
continuant a opérer alors que la substance pathogene qui 1’a déclenchée a été éliminée.

L’inflammation chronique se caractérise par [’existence de certains phénomenes
specifiques (BATTEUX et al, 2003):

-les phénomenes vasculaires et tissulaires au lieu de se succéder dans le temps comme c’est le
cas pour I'inflammation aigue, sont intriquées de telle sorte qu’on ne parle plus de phases
mais de composantes vasculaires et cellulaires.

-les cellules mononuclées et particulierement les macrophages sont au premier plan de
I’inflammation chronique, alors que dans I’inflammation aigue, un role central est dévolu aux
polynucléaires neutrophiles. Des formes différenciées des macrophages sont propres a
certaines inflammations comme les cellules épithélioides ou les cellules geantes multi
nucléés qui proviennent de la fusion de plusieurs macrophages. Les polynucléaires
neutrophiles jouent un réle de destruction tissulaires et les polynucléaires éosinophiles dans
la réaction d’hypersensibilité type I;

-présence des lymphocytes T et des plasmocytes, spécialement dans les inflammations
chroniques d’origine immunitaire, traduit la mise en place de la réponse immunitaire
adaptative tardive. Avec le temps se constitue peu a peu un infiltrat mixte lympho-

macrophagique;
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-le remodelage précoce du tissu conjonctif aboutit a sa destruction locale et a son
remplacement par un tissu riche en collagene. Ces phénomenes de remodelage sont sous la
dépendance de phagocytes et de fibroblastes. Les premiers interviennent dans le déversement
extracellulaire d’enzymes hydrolytiques actives sur les composants protéiques et
polysaccharidique de la matrice extracellulaire, et les seconds par la production du collagene
et d’autres composants du tissu de remplacement;
-la une phase de réparation succéde la destruction tissulaire. Les fibroblastes et les cellules
endotheéliales responsables de la néoangiogenése produisent un tissu cicatriciel de
remplacement monomorphe et fibreux n’ayant pas de propriétés fonctionnelles du tissu
initial.
1.2. Exploration biologique des états inflammatoires
1.2.1. Tests d’orientation
1.2.1.1. L’hémogramme

L’hémogramme ou la numérotation et formule sanguine est un examen hématologique qui
consiste en I’analyse des éléments figurés du sang. Au cours du syndrome inflammatoire,
I’hémogramme peut s’accompagner de certaines anomalies (BATTEUX et al, 2003), dont on
peut citer:
-’hyperplaquettose qui est fréquente en cas d’inflammation chronique, pouvant parfois
atteindre jusqu’a 700 000 €léments par mm?;
-I’hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles est plutdt un marqueur d’infection
notamment a pyogénes mais peut aussi se voir au cours de certaines maladies inflammatoires:
polyarthrite rhumatoide, vascularites;
-I’anémie inflammatoire se voit au cours des inflammations prolongées, apres 3 a 4 semaines
d’évolution. C’est une anémie normochrome et microcytaire, arégénérative et a ferritine
sérique élevee.

1.2.1.2. Lavitesse de sédimentation (VS)

La VS est un examen biologique simple, trés utilisé pour detecter un syndrome
inflammatoire mais dont il faut bien en connaitre les limites (BATTEUX et al, 2003).
Cette analyse repose sur la méthode de westergreen, elle consiste a mesurer a une heure la
hauteur de la colonne de plasma au-dessus des hématies qui ont sédimentés dans un tube a
hémolyse, dressé a la verticale.

La VS est augmentée par certaines protéines de I’inflammation (fibrinogene, B globulines),
qui modifient la viscosité plasmatique, conduisant ainsi a I’empilement des hémat’

rouleaux qui sédimentent plus vite que les hématies isolées.

12




Synthese bibliographique Exploration biologique des états inflammatoires

En cas d'élévation de la VS, avant de conclure que cette élévation est due a un probleme
inflammatoire, il est indispensable de réaliser une électrophorese des protéines sériques pour

éliminer une dysglobulinémie mono ou polyclonale.

1.2.1.3. Electrophorése des protéines seriques

Les protéines sériques peuvent étre séparées par électrophorése sur un support solide. Cette
technique sépare les protéines du sérum en les soumettant a un champ électrique. Placées dans
un milieu basique, ces moléecules amphotéres acquiérent une charge globale négative et, sous
I’influence du champ ¢€lectrique, migrent de la cathode vers I’anode (ZERBATO, 2010).

Au cours du syndrome inflammatoire, on note des modifications des taux des protéines
plasmatiques. Certaines de ces modifications sont liées a l'activité de cytokines
proinflammatoires, qui agissent sur la synthese protéique des hépatocytes. Le profil
électrophorétique normal permet d'individualiser cinq fractions de lI'anode vers la cathode :
I’albumine, les al-globulines, les a2-globulines, les B globulines et les y-globulines
(Tableau I).

Tableau I : Principales protéines sériques en fonction de leur fraction de migration

Fraction de Waleurs Frincipales protéines de la réaction
migration normales inflammatoire
albumine 33 a50g1
) o -antitrypsine
cq-globulines 1244 gil orosomucoide

ce-antichymotrypsine

cep-macro globuline

haptoglobine
céruléoplasmine

transferrine

p—globulines 6 alsgil fraction 3

Blipoprotéines

Tz
y—globulines F5ale gl Toi
Iz

cia-globulines &allgll

L'électrophorese des protéines peut confirmer le syndrome inflammatoire en cas
d'augmentation des fractions al et a2 globulines associée a une hypoalbuminémie mais doit
étre obligatoirement complétée par le dosage quantitatif des protéines totales du sérum.
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1.2.2. Les dosages specifiques
1.2.2.1. Les protéines de I’'inflammation
1.2.2.1.1. La protéine C-réactive (CRP)

La CRP est un polypeptide non glycosylé de 120 kDa constitue de 5 sous unités identiques
(protomeéres) reliées entre elles par des liaisons non covalentes. Chaque sous unité est
composée de 206 acides aminés et de deux sites: un site de reconnaissance et un site
effecteur (CHANDRASHEKARA, 2014). Cette protéine a été découverte pour la premiere
par Tillet et Francis en 1930 dans le sérum des patients atteints de pneumonie et elle a été
nommeée ainsi en raison de sa propriété a précipiter lorsqu’elle est mise en contact avec le
polysaccharide C de la paroi des cellules pneumococciques (RAMAMOORTHY et al, 2012).

La CRP est synthétisée par les hépatocytes sous 1’action de cytokines proinflammatoires en
particulier IL6 et est classée parmi les protéines de la phase aiglie de I’inflammation sur la
base de I’augmentation de sa concentration durant I’infection et I’inflammation.

» Roles biologiques

Le role physiologique de la CRP réside dans ses propriétés anti-infectieuses et anti-
inflammatoires. En effet de par sa conformation, elle reconnait la phosphocholine a la surface
de nombreuses bactéries, elle active également la voie classique du complément et facilite la
phagocytose par les polynucléaires grace a 1’opsonisation (DUPUY et al, 2003;
CHANDRASHEKARA, 2014). Elle neutralise les cytokines et les radicaux libres ce qui lui
confére un role anti inflammatoire et elle a aussi une activité procoagulante par surexpression
du facteur tissulaire des monocytes (CHANDRASHEKARA, 2014).

» Variations physiopathologiques

Chez le sujet sain la concentration plasmatique de la CRP est habituellement inférieure a 6
mg/l. En cas d’inflammation cette protéine augmente dans les 6-9 premieres heures, pour
atteindre un pic aprés 24-72 heures. La concentration de cette protéine diminue rapidement
apres resolution du syndrome inflammatoire, avec une demi-vie de 24 heures. Sa
concentration sérique ne connait pas de variations avec 1’age ni le sexe, mais elle est élevée
durant la grossesse, apres prise d’cestrogenes et apres inhalation de fumée de cigarette.

La concentration sérique de la CRP augmente dans les rhumatismes inflammatoires
(polyarthrite rhumatoide et spondyloarthropathies) et dans les maladies systémiques (lupus
érythémateux, vascularites...), dans la maladie d’Horton, la CRP peut atteindre une valeur de

100 mg/l (CERBA, 2007; BENEYTOUT et al, 2011).
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Cette protéine constitue un marqueur biochimique précoce des maladies infectieuses, en
effet sa concentration augmente fortement en cas d’infections bactériennes. Elle est utilisée
dans le dépistage d’une infection de fin de grossesse, d’une infection néonatale et des
infections post-opératoires.

1.2.2.1.2. La procalcitonine (PCT)

La PCT est une protéine de la phase aigiie de 1’inflammation, elle est une prohormone,
précurseur de la calcitonine qui est une hormone produite par les cellules C de la glande
thyroidienne, en réponse a des stimuli hormonaux.

La PCT est un polypeptide de 116 acides aminés et d’environ 12.6 kDa. Elle est composée
de 3 peptides distincts dont la calcitonine, la katacalcitonine et I’aminocalcitonine constituant
la partie bioactive (BECKER et al, 2010). Elle est produite de fagon physiologique dans les
cellules C thyroidiennes en réponse a un stimulus hormonal chez le sujet sain, par ailleurs,
elle peut étre synthétisée par d’autres cellules notamment les hépatocytes et ceci en réponse a
des stimuli proinflammatoires et en particulier sous 1’effet des substances bactériennes, sa
production est en effet trés spécifique de ’origine bactérienne du syndrome inflammatoire.
(WOLFF et JULLY-GUILLOU, 2011)

> Roles biologiques

Hormis le rdle de précurseur de la calcitonine, la PCT joue un réle physiologique dans le
sepsis (RHEE, 2017; TRAN et al, 2016), elle exerce un effet chimioattractant sur les
leucocytes et module la synthése de monoxyde d’azote par les cellules endothéliales et elle
intervient également dans ’augmentation de l’expression des marqueurs de surface des
neutrophiles et des lymphocytes (CD16, CD14 respectivement) (BECKER et al, 2010).

» Variations physiopathologiques

La PCT n’est pas détectable dans les premicres heures de I’infection, elle le devient vers la
quatrieme heure ce qui en fait d’elle le marqueur le plus précoce de la phase aigiie de
I’inflammation. Elle est secrétée précocement lors des états septiques, en 3 a 4 heures puis son
taux s’¢leéve rapidement jusqu’a atteindre un plateau vers la sixiéme heure et reste ainsi
pendant au moins 24 heures. Sa demi-vie d’élimination est de 22 a 35 heures.

Chez le sujet sain, la concentration plasmatique de PCT est inférieure a 0,05 ug/l, chez les
patients septiques en situation de sepsis sévére ou de choc septique cette concentration peut

augmenter jusqu’a 1000 pg/l.
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1.2.2.1.3. L’orosomucoide

L’orosomucoide ou al glycoprotéine acide est une protéine glycosylé de 44 KDa et trés
acide. Elle est composée de 183 acides aminés et de cinq oligosaccharides N-liés. Les cing
chaines de glucides représentent environ 40% de la masse totale et rendent cette protéine trés
soluble et lui conferent des propriétés acides (pHi ~ 2,8-3,8) avec une charge négative nette au
pH physiologique (TAGUCHI et al, 2013; LUO et al, 2015).

Elle est principalement synthétisée dans le foie sous 1’action des cytokines
proinflammatoires et sécrétée dans la circulation sanguine, par ailleurs d'autres organes, y
compris le ceeur, I'estomac et les poumons, peuvent également synthétiser cette protéine.

> Roles biologiques
Les roles biologiques de 1’orosomucoide sont mal connus, cependant, selon des études in
vivo et in vitro, cette protéine intervient dans la défense anti infectieuse, inhibe la
prolifération lymphocytaire, diminue la phagocytose des polynucléaires et 1’agrégation
plaquettaire et de par son caractére acide, elle se lie fortement aux molécules basiques
notamment a certains stéroides et certains médicaments. Elle intervient également dans le
transport de certains médicaments et la médiation du métabolisme des sphingolipides
(HOCHEPIED et al, 2003; TAGUCHI et al, 2013; LUO et al, 2015).

» Variations physiopathologiques

La concentration sérique en orosomucoide chez le sujet sain est de 0,5 a 1,4 g/l et sa demi
vie est de 3 a 6 jours. Cette concentration augmente dans le cas du rhumatisme articulaire
aigu, des collagénoses, infarctus du myocarde et dans les états infectieux et inflammatoires
et elle diminue en cas d’insuffisance hépatique, de fuites urinaires et de dénutrition sévere
(BENEYTOUT et al, 2011).

1.2.2.1.4. L’haptoglobine (Hp)

L’Hp est une a2 glycoprotéine formée de deux chaines  identiques et de deux chaines o
différentes (al et 02) lui conférant un polymorphisme génétique (GALICIA et CEUPPENS,
2011; VANUYTSEL et al, 2013). On distingue 3 phénotypes : Hp 1-1 (85 KDa), Hp 1-2(120
kDa) et Hp 2-2 (170 kDa). Cette glycoprotéine est synthétisée par le foie ainsi que par
d’autres cellules telles que les neutrophiles et les monocytes.

» Roles biologiques

L’Hp est une protéine qui se lie a I’hémoglobine empéchant ainsi la perte de fer et la

destruction rénale. En effet, elle fixe 1’hémoglobine libre pour former des complexes Hp-Hb.

Ces derniers sont rapidement éliminés et dégradés par les macrophages via le récepteur de
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surface cellulaire CD163 (NIELSEN et al, 2013). Elle agit egalement comme antioxydant,
possede une activité antibactérienne et un réle immunomodulateur (QUAYE, 2008).
» Variations physiopathologiques

La concentration sérique normale d’Hp est de 0,3 a 2 g/l. Elle augmente 3 a 4 jours apres
le début de la réaction inflammatoire. Sa demi-vie est de 3 a 6 jours et le retour a la valeur
normale s’effectue entre 10 et 15 jours. Elle est une protéine majeure de I’inflammation: sa
concentration sérique peut étre multipliée par un facteur de 2 a 4, Elle permet avec la CRP,
soit de confirmer soit d’infirmer un syndrome inflammatoire lorsque la VS a été déja
pratiquéee (BENEYTOUT et al, 2011). Sa concentration seérique est abaissée en cas

d’insuffisance hépatique et d’hémolyses intravasculaires.

1.2.2.1.5. Laferritine
La ferritine est une macromolécule formée d’un assemblage de 24 sous unités de types H et
L (H=heavy, L= light), La sous-unité H est impliquée dans le transport du fer, alors que la
sous-unité L est responsable du stockage a long terme du fer dans le foie et la rate (BERTINI
et al, 2012). Cette macromolécule est présente dans les monocytes-macrophages du foie, de la
moelle osseuse et de la rate, elle est également retrouvée dans le cytoplasme des hépatocytes,
des leucocytes, des hématies et dans les cellules de divers organes notamment le rein, le ceeur,
le poumon et le placenta. La ferritine sans fer associé est connue sous le nom d'Apo-ferritine.
» Roles biologiques
En plus de son réle dans le stockage du fer, la ferritine joue aussi un role dans les
macrophages ou elle recycle le fer a partir des vieux globules rouges et le transfert a I’ Apo
ferritine. Elle est également une protéine de la phase aiglie de I’inflammation, sa production
augmente en cas d’activation macrophagique (KELL et PRETORIUS, 2014).
» Variations physiopathologiques
La concentration normale en ferritine se situe entre 20 et 200 pg/l chez ’homme et entre
30 et 300 pg/l chez la femme. Elle est basse a la puberté et varie selon I’age et le sexe.
(BENEYTOUT et al, 2011). La concentration sérique en ferritine baisse en cas de carence en
fer et augmente dans les anomalies de 1’érythropoiése, les syndromes inflammatoires, la

cirrhose et I’hyperthyroidie.
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1.2.2.1.6. Latransferrine

La transferrine ou sidérophiline est une glycoprotéine sérique d’environ 80 kDa, migrant
avec les B 1-globulines en électrophorese. Elle preésente un polymorphisme genétique se
traduisant par I’existence d’une vingtaine d’isotransferrines.

La synthese de la transferrine a lieu essentiellement dans les hépatocytes et les
macrophages des organes lymphoides. Le taux de synthése dans I’hépatocyte est inversement
proportionnel a la quantité de fer présente dans la cellule. Ainsi, une diminution des réserves
en fer entraine une augmentation de la transferrine alors qu’une surcharge martiale la diminue
(CERBA, 2007).

> Roles biologiques

Le role physiologique de la transferrine est le transport du fer. Elle intervient dans le
métabolisme martial a plusieurs niveaux :

-elle assure le transfert du fer des macrophages médullaire aux érythroblastes pour les besoins
de I’érythropoiése. En effet, seul le fer 1i¢ a la transferrine peut étre fixé par les érythroblastes
du fait de la présence des récepteurs membranaires de la transferrine a leur surface (MOURA
et al, 2015);
-elle transporte également le fer du plasma vers I’hépatocyte pour sa mise en réserve et le
capte des réserves (foie, cellules du systeme réticulo-endothélial);
-elle joue un rdle capital dans la régulation de 1’absorption intestinale du fer.

» Variations physiopathologiques

La concentration sérique normale de la transferrine est de 2 a 3 g/l et sa demi-vie est de 8
jours. Cette concentration baisse dans le cas du syndrome inflammatoire (3 a 4 jours apres le
début de la réaction inflammatoire), mais également en cas de dénutrition, d’insuffisance
hépatocellulaire et de fuite protéique (atteinte glomérulaire, brulures).

Elle augmente en cas de carence en fer, d’hépatite virale et pendant la grossesse sous
I’influence des cestrogénes. L’intérét du dosage de cette protéine réside dans le diagnostic des
carences en fer qui peuvent accompagner un syndrome inflammatoire (CERBA, 2007 ;
BENEYTOUT et al, 2011).

1.2.2.1.7. Le fibrinogéne
Le fibrinogene est une glycoprotéine soluble hexamerique de 360 kDa, composée de trois
paires de chaines peptidiques homologues, dites alpha, béta et gamma, liees entre elles par

des ponts disulfures (ARBUSTINI et al, 2013). Cette glycoprotéine est synthétisée au niveau
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hépatique, elle est un facteur de coagulation, protéine du plasma sanguin qui se transforme en

fibrine lors de la coagulation.

> Roles biologiques
Le fibrinogene est un acteur majeur dans la formation du thrombus, il est clivé par la

thrombine pour former la fibrine, qui est le composant le plus abondant du caillot sanguin.
Il intervient également dans 1’inflammation, comme facteur proinflammatoire des maladies
auto-immunes et inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaques
et les maladies inflammatoires intestinales en interférant avec les réponses
immunoinflammatoires en se liant aux cellules immunitaires par des interactions ligand-
récepteur (DAVALOS et AKASSOGLOU, 2012), stimule I’angiogenese dans les tumeurs et
favorise la prolifération des fibroblastes.

» Variations physiopathologiques

La valeur de référence du fibrinogene est de 2 a 4 g/l et sa demi vie est de 120 heures.

La concentration plasmatique du fibrinogene augmente au cours des syndromes
inflammatoires et des cancers, au cours des syndromes néphrotiques, chez les patients
infectés par le VIH et chez les sujets tabagiques.

Son élévation est également associée a I’angor, ’infarctus du myocarde et les accidents
vasculaires. La concentration du fibrinogene baisse en cas d’insuffisance hépatocellulaire et
en cas des syndromes des défibrination : coagulation intravasculaire disséminée ou fibrinolyse
primitive ou thérapeutique (CERBA, 2007).

1.2.2.1.8. L’a 1-antitrypsine

L’al antitrypsine, appelée aussi o 1-protease ou encore a 1-antiprotéinase inhibiteur, est
une glycoprotéine unipeptidique de 52 kDa, comportant trois chaines d’oligosaccharides
(LUSSIER et WILSON, 2016). Sa biosynthése est hépatique et elle constitue 80 % des a 1-
globulines du protéinogramme normal, a c6té de I’orosomucoide. Elle est retrouvée dans la
plupart des liquides biologiques du fait de sa faible taille, et en particulier dans les liquides
bronchiques.

> Roles biologiques

L’al antitrypsine est un inhibiteur puissant des enzymes protéolytiques, elle inactive
seulement les serines protéases (famille des serpines) dont 1’¢lastase leucocytaire de fagcon
prédominante, la trypsine, la thrombine, la plasmine et la chymotrypsine. La molécule de 1’al
antitrypsine forme avec la molécule de protéase un complexe qui est detruit par les
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macrophages. Cette action protege les tissus, en particulier pulmonaires, de 1’action des
protéases leucocytaires ou bactériennes.

Elle est également une protéine de la réaction inflammatoire aigue dont le taux sérique
double ou triple au cours de cette réaction, présentant ainsi une fonction anticoagulante. Elle
est impliquée également dans la phase de restauration cellulaire postinflammatoire sous forme
de complexes avec les IgA sécrétoires, protégeant ainsi les fibres élastiques néoformees de la
protéolyse.

» Variations physiopathologiques

La concentration sérique de 1’al antitrypsine augmente dans les rhumatismes, les
infections, les processus de nécrose tissulaire, de tumeurs malignes et de traumatisme. Elle est
aussi augmentée, physiologiquement au cours de la grossesse, apres administration de
médicaments (contraceptifs oraux, stéroides). Une perte protéique importante d’origine rénale
ou intestinale, un mécanisme d’hyperconsommation locale au niveau du foyer inflammatoire,
la maladie des membranes hyalines chez I’enfant entrainent une diminution des taux sériques

d’al antitrypsine (CERBA, 2007).

1.2.2.1.9. L’ a 2-macroglobuline

L’ a 2-macroglobuline est une glycoprotéine relativement abondante dans le sérum de 720
kDa environ, constituée de quatre sous-unités identiques reliées par des ponts disulfures
(REHMAN et al, 2011). Elle est synthétisee en majeure partie par le foie, mais les
macrophages, les fibroblastes et certaines cellules tumorales peuvent aussi la synthétiser et la
sécréter.

> Roles biologiques

L’ a 2-macroglobuline inhibe 1’activité protéolytique de nombreuses protéases, comme la
trypsine et la plasmine (CHEN et al ,2014). Une molécule d’a 2-macroglobuline comporte
deux cavités pouvant lier une ou deux molécules de protéases. Cette liaison induit un
changement de conformation de I’a 2-macroglobuline, provoquant une inhibition de I’activité
protéasique et faisant apparaitre a sa surface un récepteur reconnu par le systeme réticulo-
endothélial qui assure 1’élimination du complexe (WONG et DESSEN, 2014). Elle inhibe
aussi D’activit¢ de protéases issues de cellules tumorales, réduisant la progression des
métastases.

Présente a concentration élevée chez le nouveau-né et I’enfant, elle exerce un role
anticoagulant en complexant 1’a-thrombine, mais elle possede aussi une activité

procoagulante en inhibant la protéine C activée, une protéine anticoagulante. A c6té de son
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role d’inhibiteur de protéases, I’a 2-macroglobuline sert de protéine de transport pour de
nombreux facteurs de croissance et hormones, ce qui suggére un role de 1’ a2-macroglobuline
dans la distribution et la clairance des cytokines et des facteurs de croissance (CERBA, 2007).
» Variations physiopathologiques

Les wvaleurs usuelles sont de 1,3 a 3 g/l. On observe une augmentation de o 2-
macroglobuline dans le syndrome néphrotique, par augmentation de synthése, dans la fibrose
hépatique, chez le diabétique, étant un marqueur précoce et spécifique des complications
vasculaires de la microcirculation, dans le syndrome inflammatoire et dans certains cancers
(CERBA, 2007). Une diminution, en général trés modérée, est retrouvée dans les
pneumopathies aigues, les pleurésies, la lithiase biliaire ou rénale, I’infarctus du myocarde,
les ulceéres gastroduodénaux et les gastrites. Une diminution marquée d’a 2-macroglobuline
(<0.5 g/l) est associée a la présence des métastases osseuses de patients souffrant de cancer de

la prostate.

1.2.2.1.10. Les composants du complément
Les protéines du complément sont synthétisées par 1’hépatocyte et les macrophages. Dans
la réaction inflammatoire, on observe une augmentation des concentrations sériques des
protéines du complément et de leur activité fonctionnelle. Cela peut et étre mis en évidence
par le complément hémolytique (CH50) qui est un test hémolytique qui explore 1’activité

fonctionnelle de la voie classique et de la voie finale commune (CERBA, 2007).

e Lafraction C3
Le C3 est le constituant majeur du systeme du complément, systeme impliqué dans la
défense anti-infectieuse, dans la clairance des complexes immuns, dans 1’inflammation et
dans la régulation de la réponse immunitaire spécifique. C’est une B-globuline formée de deux
chaines polypeptidiques, a (100 kDa) et B (75 kDa). Il est synthétisé par les hépatocytes
(90%) et les macrophages.

L’activation du C3 par hydrolyse spontanée ou par clivage par une C3 convertase, est
I’étape clé du processus d’activation du complément. La C3 convertase peut étre généree par
la voie classique ou par la voie alterne.

» Roles biologiques
Les C3 convertase de la voie classique et de la voie alterne induisent dans le plasma le

clivage de C3 en fragments doués d’activités biologiques différentes :
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-libération dans la phase fluide d’un fragment de 10 kDa (C3a), qui a les propriétés
d’anaphylatoxines. Ce fragment posséde de nombreuses cibles : muscles lisses, mastocytes,
macrophages, monocytes, polynucléaires et 1’endothélium vasculaire.

La liaison de C3a a sa cible provoque la degranulation des basophiles et mastocytes, une
libération d’histamine, une augmentation de la perméabilité vasculaire, une vasodilatation
avec augmentation du flux sanguin et une contraction des muscles lisses c’est la réaction
inflammatoire;

-le C3b active a son tour la séquence terminale lytique de C5 a C9. Ce fragment peut se fixer
par liaison covalente a 1’antigéne ou a la surface activatrice (opsonisation), et aussi se lier a
plusieurs récepteurs du complément (CR1, 2, 3, 4,5) répartis sur toutes les cellules impliquées
dans la réponse immunitaire notamment les polynucléaires, les monocytes, les lymphocytes B
et T. Ainsi, lorsque des complexes immuns sont opsonisés par le C3b, la liaison au CR1 des
érythrocytes permet la solubilisation des complexes, et leur clairance par le systéeme

monophagocytaire (foie, rate).

» Variations physiopathologiques
Les valeurs usuelles de la fraction C3 vont de 0,9 a 1,8 g/I. Cette fraction du complément
est la plus abondante du sérum. Elle augmente dans le syndrome inflammatoire, la cirrhose
biliaire primitive. Elle baisse lors de ’activation du complément, en cas de polyarthrite a un

stade avancé, de lupus érythémateux systémique et d’anémie hémolytique.

e Lafraction C4
La fraction C4 du complément est une protéine d’environ 200 kDa, qui participe a
I’activation de la voie classique du complément. Elle entre dans la constitution de la C3/C5
convertase de la voie classique d’activation du complément par reconnaissance d’anticorps
complexés a leur antigéne.

La concentration sérique du C4 est augmentée lors de maladies infectieuses systémiques,
lors d'etats inflammatoires chroniques non infectieux (principalement dans les formes
chroniques de la polyarthrite rhumatoide) et physiologiques (grossesse).

Une diminution du taux de C4 ou une absence totale de C4 se rencontrent en cas de
maladie a complexes immuns, de lupus érythémateux disséminé, de thyroidite auto-immune et
de dermatomyosite juvénile. Les infections telles que les méningites bactériennes et virales,

ainsi que les infections a streptocoques, staphylocoques et les pneumonies, s’accompagnent
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Le dosage du C4 permet une plus grande différenciation lorsque le taux de C3 est diminué.
Si la concentration en C4 est normale, il existe avec une certaine probabilité une activation de
la voie alterne. Le dosage de C4 est principalement utilisé pour le suivi d’états qui sont

accompagnés d’une hypocomplémentémie.

1.2.2.1.11. Sérum amyloide A protéine (SAA)

La protéine SAA est une protéine de 104 acides aminés et de 12.5 Da. Elle est une protéine
la phase aigiie de I’inflammation, synthétisée par les hépatocytes, sous I’action de cytokines
notamment I’IL1. Dans la circulation sanguine, cette protéine est associée aux lipoprotéines
de haute densité (HDL) sous forme d’une apolipoproteine.

Au site inflammatoire, les macrophages accumulent du cholestérol provenant des débris
des membranes cellulaires. Cette apolipoproteine participe a I’évacuation et au catabolisme du
cholestérol de ces macrophages, en contribuant a la formation, a partir des HDL circulantes,
d’HDL3 dites inflammatoires, captés au niveau du foie (POITOU et al ,2008). Chez le sujet
sain, les valeurs usuelles sont habituellement <15 mg/l. on observe une élévation précoce du
taux de la SAA lors de la réaction inflammatoire, et son amplitude peut étre trés importante
(*1000).

1.2.2.1.12. La Céruléoplasmine

La céruléoplasmine est une glycoprotéine de 135 kDa, migrant dans la zone de o2
globulines. Elle est synthétisée dans les microsomes du foie en deux étapes: élaboration de
I’apocéruléoplasmine, puis incorporation des atomes de cuivre et formation de 1’enzyme
active. Celle-ci transporte 6 atomes de cuivre, ce qui lui confere une couleur bleue foncé. Elle
est liée & 80% du cuivre plasmatique (LINDER, 2016).

Les roles physiologiques de la céruléoplasmine sont multiples : transporteur du cuivre,
synthese du collagéne, agent antioxydant et relation avec le métabolisme du fer (le Fe++ est
oxydé par la céruléoplasmine) (MAHAJAN et al, 2011; LINDER, 2016). Chez 1’adulte, les
valeurs usuelles de la céruléoplasmine sont de 0.2 a 0.6 g/l. Il existe des variations en
fonction de 1’age. A la naissance, les taux sont environ deux fois plus faibles, le taux adulte
étant atteint a I’age de 3 a 6mois.

Une augmentation de la céruléoplasmine est observée dans les infections aigués ou
chroniques, les syndromes inflammatoires associés a des affections rhumatismales ou
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dermatologiques et au cours de la grossesse et lors de la prise d’estrogeénes (contraceptifs
oraux, traitement hormonal substitutif de la ménopause). Une diminution de la
céruléoplasmine est observée dans les etats de dénutrition sévere, les néphropathies et les
hépatites chroniques.

1.2.2.1.13. Les facteurs rhumatoides

Les facteurs rhumatoides (FR) sont des auto-anticorps dirigés contre le fragment
cristallisable (Fc) des Immunoglobulines (Ig) G humaines et animales. lls sont classiqguement
de type IgM, ceux-ci sont des FR agglutinants détectables par les tests d'agglutination
classiques (test de Waaler-Rose) ou par des tests immunologiques (néphélométrie, dosage
immuno-enzymatique), mais il en existe des FR non agglutinants de type IgA et IgG,
détectables uniquement par des tests immunologiques (CERBA, 2007).

Les FR sont présents au cours de nombreuses pathologies rhumatologiques et
infectieuses. Ils sont tres utilisés pour le diagnostic de la polyarthrite rhumatoide (PR)
(GERHARD, 2014). En faible quantité, ils facilitent 1’élimination des complexes immuns et
participe a la premiere ligne de défense anti infectieuse. Au cours des maladies auto-immunes,
ils empéchent la capture des complexes immuns par les récepteurs glomérulaires, ce qui
diminue le risque d’atteinte rénale. Dans la PR, ils favorisent I’inflammation en activant le

complément (SONG et KANG, 2010).

1.3. Pathologies inflammatoires et stratégie de diagnostic
1.3.1. Pathologies infectieuses
La plupart des infections aigues bactériennes peuvent étre responsables d’un syndrome
inflammatoire comme la tuberculose sous toutes ses formes, 1’endocardite subaigiie, les
foyers infectieux pulmonaires, urinaires digestifs, ORL, dentaires, gynécologiques, 0sseux ou
hépatobiliaires.
1.3.2. Les maladies systemiques
e Lesvascularites
Les vascularites sont des maladies caractérisées par une inflammation de la paroi des
vaisseaux sanguins. Certaines vascularites peuvent apparaitre au décours d’une infection,
mais dans de nombreux cas les causes de I’inflammation restent inconnues.
La maladie de Behget est une vascularite caractérisée par des poussées inflammatoires
aigues récurrentes. Elle se manifeste par des aphtes buccaux récidivants, des atteintes

inflammatoires oculaires et une atteinte fréquente des articulations.
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e Lesconnectivites
Les connectives sont caractérisées par une inflammation des tissus conjonctifs, le plus
souvent au niveau de la peau, des articulations, des muscles et des organes interne. Les
principaux types de connectivites sont le lupus érythémateux systémique, qui peut provoquer
une inflammation dans pratiquement tous les organes du corps, et la sclérodermie qui est une
maladie chronique inflammatoire des tissus conjonctifs et des artérioles dont la principale

caractéristique est un durcissement de la peau.

e Les rhumatismes inflammatoires

Les rhumatismes inflammatoires sont des maladies systémiques caractérisées par des
douleurs articulaires inflammatoires. La PR et les spondyloarthropathies dont la
spondylarthrite ankylosante sont les rhumatismes inflammatoires les plus fréquents.

La PR est une maladie auto-immune multifactorielle caractérisée par une inflammation
chronique de la membrane synoviale (MOREL et COMBE, 2004) et la spondylarthrite
ankylosante est un rhumatisme inflammatoire touchant principalement les sacro-iliaques et le
rachis (PHAM, 2008).

e Maladies inflammatoire du systeme nerveux central (SNC)

Les maladies inflammatoires du SNC telles que la vascularite du SNC et les maladies
démy¢élinisantes comme la sclérose en plaques et I’encéphalomyélite aigue disséminée, sont
caractérisées par une inflammation du cerveau ou de la moelle épiniere, entrainant une
irritation et un gonflement du tissu cérébral ou des vaisseaux sanguins. Ces maladies sont
dues a des processus inflammatoires provoqués par un dysfonctionnement du systeme

immunitaire.

1.3.3. Les pathologies néoplasiques
Les maladies de hodgkin et les lymphomes malins non hodgkiniens s’accompagnent
souvent d’un syndrome inflammatoire. Environ un cancer sur 2 est associé a un syndrome
inflammatoire biologique, il s’agit surtout du cancer du poumon et du rein et des cancers

digestifs.
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1.3.4. Les maladies spécifiques d’organes
e Maladies inflammatoires chroniques intestinales
Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) regroupent la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Ses derniéres se caractérisent par une inflammation de
la paroi digestive. Dans la maladie de Crohn, cette inflammation peut étre localisée a tous les
niveaux du systeme digestif, de la bouche a 1’anus. Dans la rectocolite hémorragique, elle est
localisée au niveau du rectum et du cdlon (ABRAHAM et CHO, 2009).
e Lacirrhose biliaire primitive
La cirrhose biliaire primitive est une maladie inflammatoire chronique du foie, caractérisee
par une destruction des petites et moyennes voies biliaires intrahépatiques. Le diagnostic de
cette maladie est fondé sur les signes biochimiques de cholestase avec augmentation des
phosphatases alcalines sériques, la présence d’anticorps antimitochondries et les signes de

cholangite chronique a la biopsie hépatique (ERLINGER et CHAZOUILLERES, 2013).

1.3.5. Stratégie de diagnostic

L’affirmation du diagnostic inflammatoire ou d’infection nécessite la réalisation d’examen
complémentaire, notamment un bilan biologique. Ce dernier permet, d’une part de confirmer
le syndrome inflammatoire, d’une autre part d’évaluer I’importance  la réaction
inflammatoire.

Les conséquences biologiques de la réaction inflammatoire résultent de I’action des
cytokines et s’observe par différents examens sanguins. Les analyses portent plus précisément
sur I’identification des marqueurs et la mise en évidence de I’agent infectieux.

Les examens demandés reposent en premier lieu sur la recherche de marqueurs biologiques
sanguins non spécifiques, spécifiques et d’autres examens non spécifiques également
modifiés lors d’un processus inflammatoire et leur dosage conjoint comportent parfois une
valeur d’orientation diagnostique.

Dé¢s qu’une maladie inflammatoire chronique auto-immune est suspectée, des recherches
d’auto-anticorps spécifiques sont réalisées, ces derniers sont les témoins de phénomeénes

d’auto-immunité physiologiques et surtout pathologiques (TOUSSIROT, 2011).
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1.4. Thérapeutiques de I’inflammation
Le mécanisme de défense de 1’organisme peut parfois évoluer de facon anormale et
déclencher des maladies inflammatoires auxquelles on oppose des médicaments dits anti-

inflammatoires, qui peuvent étre conventionnels ou traditionnels.

1.4.1. Les anti-inflammatoires conventionnels

Les anti-inflammatoires sont nombreux et appartiennent a des familles de médicaments
différents puisqu’on y trouve des analgésiques, des corticoides, des antihistaminiques. Ils
sont subdivisés en deux catégories :

-les anti-inflammatoires non stéroidiens ;
-les anti-inflammatoires stéroidiens.

1.4.1.1.Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des molécules qui appartiennent a
des familles chimiques de structures hétérogenes et qui n‘ont pas de structure chimique
stéroidienne. lls sont avant tout analgésiques mais aussi antipyrétiques et anti-inflammatoires.
Ils agissent sur la phase initiale de I’inflammation en inhibant par action sur la
cyclooxygénase, la synthese des prostaglandines et par action sur la lipooxygénase la
formation de superoxydes. Ils ont également la capacité de stabiliser la membrane lysosomiale
empéchant ainsi la libération des composés proinflammatoires et d’inhiber 1’élaboration des
kinines.

Les AINS présentent comme effet indésirable un risque d’ulceére d’estomac par inhibition
de la synthése des autres prostaglandines qui protégent la muqueuse gastrique. Gastralgies,
ulcérations gastroduodénales et saignements digestifs sont attribués essentiellement a
I’inhibition des COX-1. Les AINS inhibant sélectivement la COX-2 ont une action anti-
inflammatoire et antalgique a peu pres identique a celle des AINS non sélectifs mais
entrainent moins de troubles digestifs. On distingue sur le plan biochimique plusieurs familles
d’AINS : les dérivés salicylés, les pyrazolés, les propioniques, les oxicam, les indoliques, les

fénamates (NUHRICH, 2015).

1.4.1.2.Les anti-inflammatoires stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les AIS de référence (les

glucocorticoides) sont représentés par la cortisone et 1’hydrocortisone. Dans leurs tissus
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cibles, les glucocorticoides se fixent sur des récepteurs intracellulaires dont 1’activation
aboutit a la régulation de génes spécifiques (BASCHANT et TUCKERMANN, 2010).

Ces AIS agissent sur de nombreux métabolismes de 1’organisme. Ils inhibent la
production de prostaglandines et de leucotréines par blocage de la phospholipase A2. Ce
blocage est obtenu par I’induction de la synthése de la lipocortine, protéine de 40 kDa qui
inhibe directement la phospholipase A2. Ils réduisent également la perméabilité cellulaire et

la production d’autres médiateurs inflammatoires tels que 1’histamine et la sérotonine

1.4.2. Les anti-inflammatoires traditionnels

L’incorporation et I’utilisation des plantes médicinales dans le traitement des réactions
inflammatoires, en particulier le rhumatisme, sont des pratiques communes dans la médecine
traditionnelle. Le nombre de composés phytochimiques est trés vaste et leur spectre d’activité
est tout aussi grand. Certains de ces composés présentent des propriétés anti-inflammatoires
et sont présumés agir en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipooxygénase et par
d’autres mécanismes.

Des études menées in vivo et in vitro ont démontré que les polyphénols de certaines
plantes pouvaient agir sur le métabolisme de 1’acide arachidonique (YOON et BAEK, 2005),
ils exercent leur effet anti-inflammatoire en agissant in vivo et in vitro sur 1’activation du
facteur de transcription NF-kB (SANTANGELO et al, 2007). 1l a également été démontré que
les flavonoides comme la lutéoline et 1’apigénine inhibent la production des cytokines telles
qu’lL4, ILS, que la quercétine inhibe la production de TNFa par les macrophages et que la
kaempférol inhibe la production de TNFa, de I'IL 1P et de ’IL6 dans les mastocytes
(GONZALEZ-GALLEGO et al, 2010).

Les principales plantes anti-inflammatoires et antalgiques inscrites a la Pharmacopée sont
le saule (Salix sp.), la reine-des-prés (Filipendula ulmaria), le cassis (Ribes nigrum), 1’ortie
(Urtica urens, U. dioica), le fréne (Fraxinus excelsior), I’harpagophyton (Harpagophytum
procumbens), la réglisse (Glycyrrhiza glabra) et le curcuma (Curcuma longa) (HEYMONET,
2013).
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Il. étude expérimentale

2.1. Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au laboratoire de Biochimie du centre hospitalo-
universitaire, Nedir Mohammed, de Tizi-Ouzou.

2.1.1. Matériel
2.1.1.1. Materiel biologique

Les échantillons sériques utilisés proviennent des différents services du CHU de Tizi
Ouzou. Durant 2 mois de travail, nous avons passés 85 échantillons en électrophorése
capillaire. Cette derniére a été effectuée sur des échantillons sériques issus de prélévements
sanguins sur des tubes secs, apres centrifugation a 3000 t/min et pendant 2 minutes.
Aprés I’électrophorese des protéines sériques, les serums ont été congelés. Par la suite, 38
sérums dont 19 représentent une allure normale en électrophorése et 18 un profil

pathologique, ont été¢ décongelés pour le dosage des autres marqueurs de 1’inflammation.

2.1.1.2. Appareillage
-centrifugeuse ;
-automate Capillarys™ (Sebia) ;
-automate COBAS INTEGRA (Roche).

2.1.1.3. Réactifs
-cassette COBAS INTEGRA C-Reactive Protein (Latex) (CRPLX) ;
-cassette COBAS INTEGRA Total Protein Gen.2 (TP2) ;
-cassette COBAS INTEGRA Iron Gen.2 (IRON2);
-cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Complement C4 ver.2 (C4-2);
-cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Haptoglobin ver.2 (HAPT2);
-cassette COBAS INTEGRA Albumin Gen.2 (ALB2).

2.1.2. Méthodes
2.1.2.1. Electrophoreése capillaire

L’¢électrophorese capillaire est une technique analytique qui permet la séparation et la
quantification de nombreux parametres biologiques dont les protéines sériques. Elle
consiste en la séparation des espéces chargées par migration a travers un capillaire de silice

B



Etude expérimentale Materiel et méthodes

tres fin (10 a 100 um de diametre) sous un champ électrique de hautes tensions (20000 a
60000 volts). Cette méthode de séparation est considéréee comme trés performante (en
particulier sur le plan de résolution), rapide, reproductible et offrant en outre I’avantage
d’une automatisation compléte de 1’analyse.

Le principe de I’¢électrophorese capillaire repose sur la séparation des constituants d’un
mélange dans le temps par effets de deux facteurs principaux appelés mobilité
électrophorétique et flux ou écoulement électro-osmotique. Le premier facteur correspond au
déplacement des molécules chargées, dans un ¢€lectrolyte supposé¢ immobile, vers 1’¢électrode
de signe opposé, et le second parameétre contrbélant le mouvement des solutés est di a
I’écoulement de 1’¢lectrolyte sur la paroi interne du capillaire. En effet la paroi de silice est
tapissée de groupements silanols qui se déprotonisent lorsque le pH est acide (supérieur a 2)
pour former une couche polyanionique de type Si-O" (LABAT et al, 2000).

Des contre ions provenant de la solution d’¢lectrolyte ont tendance a se plaquer contre la
paroi du capillaire et a neutraliser ces charges négatives, formant ainsi une double couche
d’ions et créant une différence de potentiel, appelée potentiel zéta. Sous ’action du champ
électrique, les cations les moins retenus de cette double couche migrent vers la cathode
entrainant avec eux les molécules du tampon, ainsi le flux crée donne aux particules une
mobilité électro-osmotique qui s’ajoute a leur mobilité propre.

L’électrophorése des protéines sériques a 6té réalisée sur automate Capillarys ™ (Sebia),
muni de 8 capillaires permettant d’effectuer huit séparations simultanées. L’injection des
échantillons dans les capillaires se fait par aspiration a I’anode. La détection des fractions
séparées se fait par spectrophotométrie d’absorption moléculaire et a I’aide d’un systéme de
détection en UV. Les capillaires sont ensuite lavés par une solution de lavage, puis par le
tampon d’analyse. Avec le tampon basique utilise, six fractions sont séparées dans 1’ordre
suivant : y-globulines, B1- et f2-globulines, al- et a2- globulines et aloumine. La composition
du kit de réactif Capillarys® comprend un tampon d’analyse a pH = 10, une solution de
lavage concentrée contenant de la soude caustique, des barrettes de dilution a usage unique
pour la dilution des échantillons de sérum par 1’automate et des filtres a usage unique pour les
flacons de réactifs. Le logiciel « Phoresis ™ » incorporé dans le Capillarys™ permet le
traitement des résultats, 1’affichage de 1’état de fonctionnement de 1’automate et les résultats
des analyses en cours.

2.1.2.2. Dosage de la CRP

Le dosage de la CRP est effectué sur un automate COBAS INTEGRA (Roche) en utilisant
le réactif COBAS INTEGRA C-Reactive Protein (Latex) (CRPLX). Le principe de cette
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méthode repose sur  1’agglutination de la CRP humaine sur les particules de latex
recouvertes d’anticorps monoclonaux (de souris) anti-CRP. Ce précipité est mesuré par
turbidimetrie a 552 nm.

2.1.2.3. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales est réalise sur 1’autoanalysecur COBAS INTEGRA
(Roche) en utilisant la cassette COBAS INTEGRA Total Protein Gen.2 (TP2) et en se basant
sur la méthode de Biuret. Le principe de cette méthode est le suivant :

Les ions cuivriques réagissent en solution alcalines avec les liaisons peptidiques des
protéines et forment un complexe de couleur pourpre.

Protéines + CU %' pH alcalin complexe Cu — protéines

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration des protéines.

Elle est mesurée par I’augmentation de 1’absorbance a 552 nm.
2.1.2.4. Dosage du fer

Le dosage du fer a été effectué sur ’automate COBAS INTEGRA (Roche) et selon les
indications de la cassette COBAS INTEGRA Iron Gen.2 (IRON2). La méthode utilisée est
une méthode de dosage qui fait appel a la FerroZine.
A un pH acide, les ions Fe** sont détachés de la transferrine. Les échantillons lipémiques sont
clarifiés par un détergent, 1’ascorbate, qui réduit les ions Fe ** en ions Fe** qui forment ainsi

un complexe coloré avec la FerroZine.

Complexe transferrine-fer PH <2 Apotransferrine + Fe®*
Fe3+ ascorbate Fe2+
FerroZine + Fe** complexe coloré

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration en fer. Elle est
déterminée par I’augmentation de I’absorbance a 552 nm.
2.1.2.5. Dosage de I’haptoglobine
Le dosage de I’haptoglobine a été réalisé sur I’automate COBAS INTEGRA (Roche) en
utilisant la cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Haptoglobin ver.2 (HAPT2).
L’haptoglobine humaine forme un précipité en présence d’antisérum spécifique, ce précipité
est mesuré par turbidimétrie a 340 nm.
2.1.2.5. Dosage de I’albumine
Le dosage de I’albumine a été effectué sur I’autoanalyseur COBAS INTEGRA (Roche) en
utilisant la cassette COBAS INTEGRA Albumin Gen.2 (ALB2). Le principe de cette méthode

est le suivant:
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A un pH de 4,1, I’albumine présente un caractére suffisamment cationique pour se combiner
avec le vert de bromocrésol (BCG : bormcresol green) sous forme d’anion pour former un
complexe bleu-vert.

Albumine + BCG pH A1 complexe albumine-BCG

L’intensité de la coloration bleu-vert est développée est directement proportionnelle a la

concentration en albumine et est mesurée par photométrie. Elle est déterminée par

I’augmentation de 1’absorbance a 583 nm.

2.1.2.6. Dosage du C4
Le dosage du C4 a été réalisé sur I’automate COBAS INTEGRA (Roche) et selon les
indications de la cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Complement C4 ver.2 (C4-2). Le
principe de cette méthode repose sur la formation d’un précipité par le C4 humain en présence

d’un antisérum spécifique, qui est mesurée par turbidimétrie a 340 nm.

2.1.2.7. Outils statistiques
2.1.2.7.1. Test t de student pour deux échantillons indépendants

Ce test est un test paramétrique, utilisé pour comparer les moyennes de deux échantillons
indépendants. Il s’agit de comparer les moyennes de la variable quantitative étudiée sur les
deux groupes d’échantillons selon un certain facteur (la variable quantitative). Il consiste a
énoncer deux hypothéses, I’hypothése nulle (notée Ho) : les deux moyennes sont égales et
I’hypothése alternative (notée Hj) les deux moyennes sont différentes. Le logiciel fait le
calcul et donne une probabilité notée p. A partir de cette probabilité, le choix final de
I’hypothese se base sur la régle suivante :
Sip <ua, Hp est rejetée et H; est acceptée
Si p > a, Hj est rejetée et Hy est acceptée

Dans la littérature scientifique, il est tres fréquent de trouver les termes de différences
significatives accompagnées de la valeur de p qui est interprétée comme un niveau de
preuve, le seuil de significativité étant defini par o (5% ou 0.05). Ce test a été réalisé par le
logiciel XLSTAT.

2.1.2.7.2. Test de Mann Whitney U

Lorsque les conditions de test t de student ne sont pas réunies, on a recours a un test non
paramétrique de méme équivalence, ce test est celui de Mann Whitney U. C’est un test qui
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s’intéresse non pas aux valeurs des variables mais aux rangs des variables, il a ét¢ réalisé par

le logiciel XLSTAT.

2.1.2.7.3. L’analyse des composantes principales (ACP)

L’ACP est une méthode statistique multidimensionnelle dite descriptive. Elle permet de
résumer graphiquement un ensemble de données quantitatives et a pour objet 1’étude de la
relation qui existe entre k variables quantitatives.

Le graphe des variables est donné par le cercle des corrélations, de rayon R=1, il permet
de voir quelles variables sont expliquées par les axes factoriels et de savoir quelles sont celles
qui sont corrélés les unes avec les autres (celles qui sont sur I’axe factoriel). Deux variables
perpendiculaires ne sont pas corrélées et deux variables opposées sont corrélées négativement.

Cette analyse a été réalisée par le logiciel statistica.
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2.2. Résultats et discussion
2.2.1. Exemples de Profils électrophorétiques obtenus

Un profil électrophorétique est une représentation des résultats des dosages de plusieurs
protéines. Ces résultats sont exprimés en g/l et/ou en pourcentage.
Ce profil permet de suivre I’évolution d’une maladie avec un profil ciblé¢ et d’orienter le
diagnostic d’une infection avec un profil élargi d’orientation par dosages de plusieurs
fractions. La répartition de ces fractions apporte de nombreux renseignements qui aident au
diagnostic des différentes pathologies notamment le syndrome inflammatoire.

o Profil électrophorétique normal
La représentation graphique d’un profil électrophorétique normal est représentée dans la

figure 3 et les valeurs normales des différentes fractions sont résumeées dans le tableau I1.

Electrophordse [Des Protdines Sévigques

T efreragrane Caafailaere = Beilea

i 1
4 ﬂ__,ﬂ"—-ﬁ\\“,___f'lﬂ-me ",

e  —

\

Figure 3 : Profil électrophorétique d’allure normale.

Tableau Il: Valeurs normales des différentes fractions protéiques obtenues par le
Capillarys™ (Sebia).

Fractions % gl

Albumine 55.8-66.1 40.2-47.6

Alpha 1 2.9-4.9 2.1-35

Alpha 2 7.1-11.8 5.1-8.5

Beta 1 4.7-7.2 3.4-5.2

Beta 2 3.2-6.5 2.3-4.7

Gamma 11.1-18.8 8.0-13.5
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e Profils protéiques pathologiques

Electrophorése Des Protéines Sériques

Technmgue Capellare ~ Sebra-

TP: 7T6g/L AJG: 128
Fractions Yo Ref. % an Ref. g/l
Albumine £6.1 558 -66.1 4286 402 - 476
Alpha 1 3.3 29- 49 25 21- 35
Alpha 2 10.8 71-118 8.2 51- BS5
Bela 1 7.4 ‘772 56 34- 52
Beta 2 7.6 32-865 58 23- 47
Gamma 14.8 11,1 - 188 11,2 8.0- 135

Figure 4 : Profil électrophorétique sans anomalies majeures.

Electraophorése Des Protéines Sériques

Techmigane Capelfaire « Selva-

Wil

TP: 67g/L AIG: 0.62
Fractions Yo Ref. % gn Ref. g/t
Albumine 38,2 558-661 256 402- 476
Alpha 1 9.0 29-49 6,0 21- 35
Alpha 2 18.1 7.1-11.8 12,1 51- 85§
Beta 1 7.5 47 - 72 50 34- 52
Beta 2 8,5 3.2- 85 5.7 23- 47
Gamma 18,7 11.1-188 12,5 80- 135

Figure 5 : Profil électrophorétique en faveur d’une réaction inflammatoire aigue.
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Electrophoreése Des Protéines Sériques
Tochmague Capellaire - Sedva-

DRITE
——
—
-_—
TP: 49giL AVG: 0.61
Fractions °*% Ref. % an Ref. gn
Albumane 37.7 558 -66.1 8.5 40.2 - 47 6
Alpha 1 9.1 29- 49 4.5 21- 35
Alpha 2 16.5 7.1-11.8 81 51- 85
Beta 1 5.5 47- 7.2 34- 52
Seta 2 4.6 3.2- 65 2.3 23 - 4.7
Gamma 26,6 111 - 188 13.0 8.0- 3.5

Figure 6 : Profil électrophorétique en faveur d’une réaction inflammatoire chronique
évolutive.

Electrophorése Des Protéines Sériques
Technugwe Capillarre - Sebnz-

Wi

M

TP: 76g/L AIG: 079
Fractions % Ref. % an Ref, g
Albumine 44,1 56.8-66.1 335 402- 476
Alpha 1 41 29- 49 31 21- 35
Alpha 2 114 71-118 8.4 51- 85
Bewx 1 7.0 47-72 53 34- 52
Beta 2 9,0 32-65 6,8 23- 47
Gamma 247 11.1-188 188 80- 135

Figure 7 : Profil électrophorétique en faveur d’une hypergammaglobulinémie polyclonale.
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2.2.2. Etude épidémiologique

2.2.2.1. Distribution selon I’age et le sexe
L’age moyen de nos patients est de 45 ans, avec des valeurs extrémes de 12 et 90 ans. Un
maximum de fréquences est observé dans la tranche d’age comprise entre 30 et 50 ans. La

fréquence la plus basse est constatée dans la tranche d’age allant de 70 a 90 ans (figure 8).

m [10-30]
m [30-50]
= [50-70]

m [70-90]

Figure 8 : Répartition des états inflammatoires selon les tranches d’age.

Notre série a compris 50 femmes et 30 hommes, soit respectivement 62% et 38 %. Il y a
une prédominance féminine avec un sexe ratio de 0,6.

La distribution en fonction du sexe et des tranches d’age fait apparaitre un pic de
fréquence entre 30 et 50 ans avec un pourcentage plus élevé chez les femmes. Il existe une
préedominance féminine dans la plupart des tranches d’ages excepté celle comprise entre 10 et

30 ans, ou on a noté une égalité des fréquences entre les deux sexes (figure 9).

30%

25%

20%

® Femme

15%
® Homme

10% -

5% -

0% -
10-30 ans 30-50 ans 50-70 ans 70-90 ans

Figure 9 : Répartition selon le sexe et les tranches d’age.
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2.2.2.2. Distribution selon le service
Notre série est constituée d’individus provenant de 10 services différents (médecine
interne, neurologie, néphrologie, cardiologie, rhumatologie, pédiatrie, maladies infectieuses et

pneumo-phtisiologie, ophtalmologie et neurochirurgie).

1%-1%
4% M INFECTIOLOGIE

4%

B MEDECINE INTERNE
B PEDIATERIE

B NEUROLOGIE

B PNEUPHTISIOLOGIE
B NEPHROLOGIE

W CARDIOLOGIE

M RHUMATOLOGIE

NEUROCHIRURGIE
3% ¥ OPHTALMOLOGIE

Figure 10 : Répartition selon le service

La fréquence la plus élevée est observée dans le service de médecine interne avec un
pourcentage de 34%. La fréquence la plus basse est constatée dans le service de
neurochirurgie et le service d’ophtalmologie avec un pourcentage de 1 % (figure 10).

2.2.2.3. Répartition des états inflammatoires
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Figure 11 : Répartition des états inflammatoires.
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La répartition des états inflammatoires montre que la maladie inflammatoire la plus
fréquente est la maladie inflammatoire du SNC avec un pourcentage de 13% suivie de fievre
prolongée et syndrome inflammatoire avec 11 %, maladie de Crohn et polyarthralgies
inflammatoires avec 10%, la polyarthrite rhumatoide avec 8%, les cedémes des membres
inférieurs 6 % et la pneumopathie interstitielle avec 5 % (figure 11).

2.2.2.4. Répartition selon les résultats de I’électrophorése capillaire
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495 1%
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6%
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reaction inflammatoire
chronique evolutive importante
reaction inflammatoire
chronique evolutive légére
hypergammaglobulinémie
polyclonale

Figure 12 : Répartition selon les résultats de 1’¢électrophorése capillaire.

D’aprés la figure 12, on constate que 38% des profils obtenus par électrophoréese capillaire
sont identiques aux profils dits normaux (allure normale), 15% sont des profils en faveur
d’une réaction inflammatoire chronique évolutive, 14% sont sans anomalies majeures, 13%
sont en faveur d’une réaction inflammatoire aigue, 7% sont en faveur d’une réaction
inflammatoire aigue importante, 6% ont montrés une hypergammaglobulinémie polyclonale,
4% sont en faveur d’une réaction inflammatoire chronique évolutive importante et enfin 1%
sont des profils en faveur d’une réaction inflammatoire chronique et une réactiol
inflammatoire chronique légere.

2.2.3. Etude des marqueurs biochimiques inflammatoires

Afin de comparer la distribution des variables de concentration d’un marqueur selon les
deux profils pathologique et normal, on a fait appel aux box plots (la représentation sous
forme de boite a moustache) qui permettent la visibilité de dispersion des diverses
concentrations étudiés pour chaque profil. Les graphiques obtenues donnent une vision
différente des données.
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Figure 13 : Box plots montrant les concentrations sériques de la CRP chez les patients
présentant un profil inflammatoire pathologique et ceux ayant un profil normal.

Les concentrations sériques de la CRP sont plus élevées chez les patients présentant un
profil inflammatoire pathologique (moyenne : 89.98 ; max : 406.43 ; min : 1.68) par rapport
aux patients ayant un profil normal (moyenne 3.21; max: 22.43; min: 0.09). Une
augmentation du taux de la CRP est observée chez deux patients présentant une allure
normale.

L’analyse statistique analytique utilisant le test de Mann-Whitney U a été réalisé afin de
confirmer la présence d’une différence significative entre les deux profils. Ce test a révélé une
p value inférieure a 0.05 (p-value=1.37°-6), ce qui signifie que I’hypothése Ho: m; = m; est
rejetée exprimant ainsi une différence significative entre les valeurs de la CRP chez les

patients présentant un profil pathologique et les patients présentant avec un profil normal.

2.2.3.2. Lefer

Les concentrations sériques du fer sont plus basses chez les patients ayant un profil
pathologique (moyenne: 43,39 ; max: 119,17 ; min: 19,92) par rapport aux patients
présentant un profil normal (moyenne : 92,9 ; max : 156,17 ; min : 57,82).

Le test de student a révelé une p-value inférieure a 0.05 (p-value < 0.0001), ce qui signifie
que I’hypothése Hy est rejetée, exprimant ainsi une différence significative entre les valeurs du

fer chez les patients ayant un profil pathologique et ceux ayant un profil normal (figure 14).
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Figure 14 : Box plots montrant les concentrations sériques du fer chez les patients ayant un
profil pathologique et ceux présentant un profil normal.

2.2.2.4. Albumine

Box plots
55

50 +

45 +

—

35 + 4

07 Albumine dosé |

2 1 normal

Albumine dosé
| pathologique

20 +

Figure 15 : Box plots montrant les concentrations de 1’albumine dosé par le Cobas chez les
patients ayant un profil pathologique et les patients ayant un profil normal.

Les concentrations en albumine dosée par le Cobas chez les patients ayant un profil
pathologique sont plus basses (moyenne: 34.2; max: 47.2; min 23.8) par rapport aux
patients présentant un profil normal (moyenne 41.57 ; max : 48.3 ; min 32.5).

Le test de student a révélé une p-value inférieure a 0.05 (p-value<0.0001), ce qui signifie
que I’hypothése Hp est rejetée, exprimant ainsi une différence significative entre les
concentrations d’albumine dosé par le Cobas chez les patients présentant un profil

pathologique et les patients ayant un profil normal.

E



Etude expérimentale Résultats et discussion

2.2.2.5. Taux de protides
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Figure 16 : Box plots montrant les taux de protides chez les patients ayant un profil
pathologique et les ceux présentant un profil normal.

La figure 16 montre une légére différence entre le taux de protides chez les patients ayant
un profil pathologique (moyenne : 70.82 ; max : 94.5 ; min : 49) et les patients présentant un
profil normal (moyenne : 69.83 ; max : 79.6 ; min : 44.4).

Le test de student a révélé une p-value supérieure a 0.05 (p=0.16), ce qui signifie que
I’hypotheése Hy est acceptée exprimant ainsi une différence non significative entre les deux
profils.
2.2.2.6. Haptoglobine
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Figure 17 : Box plots montrant les concentrations seriques en haptoglobine chez les patients

présentant un profil pathologique et ceux ayant un profil normal.

Les concentrations en haptoglobine sont plus élevées chez les patients présentant un profil

pathologique (moyenne : 3.56; max : 8.09; min : 1.45) par rapport aux patients ayant un profil
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normal (moyenne : 1.67; max : 3.52 ; min : 0.7). Ces observations ont été confirmées par le

test de Mann Whitney U, qui a révélé une p-value inférieure a 0.05 (p<0.0001), ce qui signifie

que I’hypothése HO est rejetée exprimant ainsi une différence significative entre les deux

patients.

2.2.2.7. La fraction C4
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Figure 18 : Box plots montrant les concentrations de la fraction C4 chez les patients

présentant un profil pathologique et les patients ayant un profil normal.

Les concentrations sériques de la fraction C4 sont Iégérement élevées chez les patients
présentant un profil pathologique (moyenne : 0.35 ; max : 0.79 ; min : 0.14) par rapport aux
patients ayant un profil normal.

Le test de student a révélé une p-value supérieure a 0.05 (p=0.16), ce qui signifie que
I’hypothése Hy est acceptée, exprimant ainsi une différence non significative entre les deux

profils.
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2.2.2.8. Les différentes fractions protéiques

e Albumine calculée par le Capillarys
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Figure 19 : Box plots montrant les concentrations d’albumine calculée par le Capillarys chez

les patients présentant un profil normal et ceux ayant un profil pathologique.

L’albumine est une protéine de grande taille (environ 69 kDa), elle est la plus abondante

des protéines du sérum et elle représente 55,8 a 66,1 % soit 40,2 a 47,6 g/l. Nous avons

constateé que les concentrations d’albumine estimée par le Capillarys sont tres basses chez les

patients présentant un profil pathologique par rapport a ceux ayant un profil normal

e Lesglobulines
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Figure 20 : Box plots montrant les concentrations des fractions alpha, beta et gamma

globulines chez les patients ayant un profil en faveur d’une réaction inflammatoire aigue et

chronique et ceux ayant un profil normal.
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La fraction al globuline est une fraction trés hétérogéne présentant des roles biologiques
variables. Ces protéines sont principalement 1’orosomucoide, I’alpha 1 antitrypsine et I’alpha
1 antichymotrypsine. Cette fraction représente 2,9 a 4,9 % des protéines sériques totales soit
2,1 a 3,5 g/l. L*¢électrophorese capillaire a révélé une augmentation de la concentration de la
fraction al globuline et cela pour tous les patients présentant un profil en faveur d’une
réaction inflammatoire qu’elle soit aigue ou chronique (figure 20).

La fraction a2 globuline est elle aussi composée d’un mélange hétérogéne de protéines,
dont les principales sont 1’haptoglobine, la céruléoplasmine et 1’alpha 2 macroglobuline. Cette
fraction représente 7,1 a 11,8 % des protéines sériques totales soit 5,1 a 7,5 g/l. tous les
patients ayant un profil faveur d’une réaction inflammatoire aigue et chronique présentent des
concentrations élevées en cette fraction (figure 20).

La fraction B1 globuline est composée principalement de la transferrine et ’hemopexine,
elle représente 4,7 a 7,2 % des protéines totales soit une concentration de 3,4 a 5,2 g/l. Nous
avons constaté une diminution de cette fraction chez tous les patients présentant un profil
pathologique inflammatoire aigue et chronique (figure 20).

La fraction B2 globuline est constituée principalement de la fraction C3 du complément et
la CRP. Elle représente 3,2 a 6,5 % du total des protéines sériques soit une concentration de
2,3 & 4,7 g/l. Une augmentation de la concentration de cette fraction est observée chez les
patients ayant un profil inflammatoire aigue et chronique (figure 20).

La fraction gamma est composée essentiellement des différentes immunoglobulines. Elle
représente 11,1 a 18,8 % des protéines sériques totales soit une concentration de 8 a 13,5 g/I.
nous avons constaté que les patients ayant un profil en faveur d’une réaction inflammatoire
chronique présentent des concentrations élevées en gamma globulines, tandis que les patients
présentant un profil en faveur d’une réaction inflammatoire aigue et ceux ayant un profil

normal présentent des concentrations normales en cette fraction (figure 20).
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2.2.4. Etude de la corrélation

2.2.4.1. La corrélation entre I’albumine dosée et I’albumine calculée

Régression de I'albumine D par albumine C (R?=0,807)
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Figure 21 : Comparaison entre les valeurs de 1’albumine dosées par le Cobas et celles

trouvées en électrophorese capillaire.

D’aprés la figure 21, nous constatons qu’il y a une bonne corrélation (R*=0,8 ; P<0.0001)
entre le taux d’albuminémie dosés par I’automate COBAS INTEGRA et les taux

d’albuminémie estimés par 1’¢lectrophorese capillaire.

2.2.4.2. Etude de la corrélation entre les fractions du profil électrophorétique et les
marqueurs dosés

Les résultats de I’ACP sont donnés sous forme de graphes: un graphe de variables et un graphe
d’individus. Le graphe des variables est donné par le cercle des corrélations, il permet de voir
quelles variables sont expliquées par les axes factoriels. Le graphe des individus est lu
simultanément avec celui des variables, il permet de déduire ’individu qui donne la meilleure

valeur de la variable considérée dans la lecture.
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Le nombre d’axes factoriels a, retenir est celui qui permet de restituer une variance maximale (en

général > 75%). Les 2 axes factoriels ont restitué une variance de (39,76 + 21,35 = 61,11), a cet effet un

recours a un troisieme axe factoriel est de vigueur. Les résultats obtenus en termes de projections de

variables et d’individus sur les trois axes factoriels sont donnés dans ’annexe 2.
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Figure 21 : Cercle de corrélation entre les fractions protéiques et les marqueurs dosés.

e Projection sur les axes factoriels 1 et 2

Tableau 111 : Projection des variables sur les axes factoriels 1 et 2

Sens négatif de I’axe (-)

Sens positif de ’axe (+)

Alphal, Alpha2, CRP et Haptoglobine

Albumine, fer, beta 1

Tableau 1V : Projection des individus sur les axes factoriels 1 et 2

Sens négatif de ’axe (-)

Sens positif de I’axe (+)

53, 7et18

34, 28 et 33

Les résultats montrent une corrélation positive entre deux groupes de variable : 1’albumine,

le fer et la fraction beta 1 (Groupel) ; Alphal, Alpha 2, CRP et Haptoglobine (Groupe 2).
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Cependant, nous constatons qu’une augmentation des fractions alpha 1 et alpha 2 en électrophorese
capillaire est liée & une augmentation de la CRP et de I’haptoglobine dosées par immunoturbidimetrie.

Par ailleurs, ces deux groupes sont corrélés négativement, ceci explique que I’augmentation de la
CRP, Alphal, alpha 2 et haptoglobine est accompagnee par une diminution de 1’albumine, du fer et de
la fraction beta 1. D’autre part, les stations 34, 28 et 33 (patients ayant un profil normal) sont bien
représentées par les variables du Groupe 1. En revanche, les individus 5, 3, 7 et 18 (patients ayant un
profil pathologique) ont des taux éléves des variables du Groupe 2.

2.2.5. Discussion genérale

Le syndrome inflammatoire peut toucher les deux sexes et toutes les tranches d’age. Dans notre
étude, nous avons observé une prédominance féminine avec un sexe-ratio de 0,6. L’augmentation de
I’incidence chez les femmes semble étre due a des différences physiologiques, notamment hormonales,
en effet, les cestrogénes chez femme semblent augmenter la sécrétion de cytokines proinflammatoires et
la testostérone a taux élevé chez 1I’homme favorisent la voie anti-inflammatoire (TINTORE et
ARRAMBIDE, 2009; BAKHRU et SU, 2016). La tranche d’age la plus touchée est la tranche comprise
entre 30 et 50 ans, ceci corrobore ce qui €té rapporté par AZOUNI-RAJHI en 2015 dans son étude sur
la sclérose en plaques, cet auteur suggére que cette maladie touche I’adulte jeune entre 20 et 40 ans. Nos
résultats concordent aussi avec ceux obtenus par DOSS-BENNANI dans son étude sur la maladie de
Crohn, cet auteur a constaté que la tranche d’age la plus touchée par la maladie est située entre 20 et 39
ans. L’étude épidémiologique a montré que les pathologies inflammatoires sont multidisciplinaires et
les plus fréquentes sont la pathologie inflammatoire du systeme nerveux, les rhumatismes
inflammatoires et les MICI.

D’aprés les résultats de 1’électrophorése capillaire, nous constatons que la majorité des cas sont au
stade de la chronicité, et que presque 50% des profils obtenus sont des profils normaux et sans
anomalies majeures, ceci reviendrait a dire que le diagnostic clinique est trés vaste et non spécifique, ce
qui justifie I’importance du diagnostic biologique.

Le fractionnement des protéines sériques par 1’¢lectrophoreése capillaire montre que les patients
atteints de pathologies inflammatoires présentent des taux élevés en fractions alpha (1 et 2) et gamma.
L’augmentation des a-globulines est constatée chez les patients présentant une inflammation aigue, mais
également chez ceux ayant une inflammation chronique, ceci peut étre expliqué par I’augmentation des
différentes protéines de I’inflammation (JAIN et al, 2011), par ailleurs, I’augmentation des y-globulines
n’est observée que chez les patients présentant une inflammation chronique, ceci est due une production
d’anticorps. Nous avons également constaté chez ces patients une diminution des B1 et une

augmentation des B2 globulines. La diminution de la fraction B1 est due a une hyposidérémie d’origine
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inflammatoire corrélée positivement avec la diminution du fer. En revanche I’augmentation de la
fraction B2 est due a une augmentation modérée des fractions C3 et C4 dans les hypercomplémentémie
d’origine inflammatoire.

En paralléle, le dosage des différents marqueurs inflammatoires par 1’automate COBAS INTEGRA
a révélé chez les patients présentant un profil pathologique en électrophorese capillaire une
augmentation de certains marqueurs tels que la CRP et I’Hp, celles-ci sont nommées protéines
positives, et une diminution de I’albumine, une protéine négative de 1’inflammation.

La concentration normale de la CRP est habituellement inférieure a 6 mg/l. Dans notre étude, les
patients ayant un profil pathologique ont des valeurs nettement supérieures a cette valeur de référence,
ceci reviendrait a dire que nos résultats sont conformes a ce qui a été rapporté dans la littérature, en effet
en cas d’inflammation cette protéine augmente dans les 6-9 premiéres heures, pour atteindre un pic
apres 24-72 heures (CERBA, 2007; BENEYTOUT et al, 2011).

Dans notre série, pratiquement tous les patients ayant un profil en faveur d’une réaction
inflammatoire présentent des concentrations basses en fer, celles-ci sont inférieures a la concentration
sérique normale qui est comprise entre 65 et 180 ug/dl. Ceci concorde avec ce qui a été rapporté par
CELLI et al (2011) et NEMETH et GANZ (2014). Ces auteurs suggerent que les états inflammatoires
induisent la libération de cytokines inflammatoires qui peuvent conduire a une anémie suite a une
diminution du fer par synthése de I’hepcidine, une molécule centrale dans 1’homéostasie du fer.

La production d’hepcidine est augmentée dans les situations de séquestration de fer lors
d’inflammation et d’infection (VAULONT, 2006). Protéine de réponse précoce par le biais de
stimulation hépatique par I’IL6 (ARLET et al, 2009), elle pourrait expliquer les modifications de la
régulation du métabolisme du fer lors des anémies chroniques inflammatoires avec férritinémie normale
voir augmentée.

Dans les syndromes inflammatoires, le fer provenant de I’hémolyse physiologique est mal recyclé et
reste piégé dans le systeme réticulo-histiocytaire, la concentration de la transferrine plasmatique
diminue par exacerbation de son catabolisme, alors que sa biosynthése est normal voir augmentée
(ANDREWS, 2004). Au début I’anémie est normochrome, normocytaire légérement hyposidérémique
puis elle évolue vers une anémie microcytaire et hyposidérémique. La sidérémie et la capacité totale de
fixation de la transferrine étant toutes deux abaissees.

Notre étude montre également que les patients ayant un profil électrophorétique inflammatoire
présentent des concentrations élevées en Hp. Selon WANG et al (2001) et BENEYTOUT et al (2011),
I’Hp est une protéine majeure de 1’inflammation: sa concentration sérique peut étre multipliée par un

facteurde 2 2 4.
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Nous avons également constaté chez ces patients une diminution du taux d’albumine. D’apres
BACH-NGOHOU et al (2005), cette hypoalbuminémie est liée a I’action des cytokines libérées au cours
de I’inflammation, il s’agit notamment de I’IL6, IL1 et TNFa qui réorientent la synthese hépatique de
nombreuses protéines, favorisant celles de I’inflammation au détriment de 1’albumine (par augmentation
de la biodisponibilité des acides aminés pour la synthese des protéines inflammatoires).

A partir du secteur intravasculaire, 1’albumine s’échange avec le compartiment interstitiel, sa
distribution dans le secteur extravasculaire est de I'ordre de 60% (BALLMER, 2001). Dans les
conditions physiologiques, 5%/heure de I’albumine intravasculaire rejoignent le secteur extravasculaire.
Ce flux augmente grandement lors des syndromes inflammatoires notamment sous 1’influence des
cytokines proinflammatoires (1ISO-O et al, 1998) et participe a I’hypoalbuminémie.

L’analyse des composante principale montre qu’il existe une forte corrélation positive et /ou
négative entre les concentrations de la plupart des marqueurs de I’inflammation et les tracés
électrophorétiques.

Les resultats obtenus lors de cette étude concordent avec les résultats obtenus par LE CARRER et
BACH-NGOHOU, (2004). Ces auteurs ont démontré la présence d’une trés bonne corrélation entre
certaines valeurs des fractions de 1’¢lectrophorése et les dosages néphélémetrique de différentes
protéines correspondantes. Ils ont également observés une corrélation significative entre 1’albuminémie

estimée par 1’¢électrophorése capillaire et dosée par néphélémétrie.
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Conclusion

Conclusion

Le diagnostic des syndromes inflammatoires necessite des investigations souvent longues,
codteuses et généralement répétées. Un moyen de réduire le cheminement diagnostique serait
de disposer de tests d'orientation destinés a mieux selectionner les procédures diagnostiques
décisives. Nous avons testé l'intérét du profil protéique dans une telle indication au cours de
notre étude conduite depuis février 2017 chez 85 patients, orientés pour un syndrome
inflammatoire défini par une vitesse de sédimentation et d’un hémogramme dans certains cas.
Nous avons essayé¢ de préciser dans cette étude I’intérét de 1’association des marqueurs
spécifiques de I’inflammation a I’¢électrophorese des protéines sériques.

L’¢lectrophorése capillaire des protéines sériques est un examen de biologie médicale qui a
pour but la séparation et I’analyse des protéines sériques. Elle permet la séparation de six
fractions de protéines : albumine, al, a2, B1, B2, y-globulines. La quantification est possible a
partir du dosage des protéines totales et de la détermination des pourcentages des fractions
protéiques, elle peut confirmer le syndrome inflammatoire en cas d'augmentation des
fractions al et a2 ainsi que les fractions B, mais elle peut étre en défaut et étre tout a fait
normale lorsque le syndrome inflammatoire est tres précoce.

Le profil protéique ciblé dans notre étude est le dosage de la CRP, I’haptoglobine,
I’albumine et la fraction C4 du complément, 1’¢lévation des taux sériques de ces marqueurs
confirme Il'existence d'un syndrome inflammatoire, la CRP augmentée s'accompagne d'une
élévation du taux d'haptoglobine et du taux de C4. L’haptoglobine a une migration a2 et
explique les hyper-a2-globulinémies que l'on peut observer au cours des syndromes
inflammatoires. La CRP a une migration —y mais son taux reste trop faible pour modifier le
tracé électrophorétique. Les composants du complément, notamment le C4, ont une migration
B a 1'¢lectrophorése des protéines et peuvent expliquer parfois une tendance a I’hyper-f3-
globulinémie. Le dosage du fer réalisé au cours de notre étude montre des hyposidérémies
expliquées par la baisse de la fraction B ou il y a migration de la transferrine, protéine
responsable du transport du fer. La principale protéine négative de l'inflammation est
l'albumine dont la diminution de la synthese est associée a I’augmentation des protéines de
I’inflammation.

Il semble désormais qu’il existe une forte corrélation positive et /ou négative entre les
concentrations de la plupart des marqueurs de [P’inflammation et les tracés du
protéinogramme.

Enfin, les résultats obtenus dans cette présente étude ont montré d’une part que le dosage

de la CRP représente un marqueur biologique fiable dés le stade précoce d’une réaction

)




Conclusion

inflammatoire pour cela on demande une é€lectrophorese des protéines sérique afin d’obtenir
un diagnostic étiologique et évolutif, et d’une autre part le dosage de 1’haptoglobine n’est pas
d’un grand intérét. Le dosage de I’albumine semble également é&tre inutile puisque
1’électrophorése des protéines sérique permet de définir la fraction albumine. Les taux de C3
et C4 sont freqguemment élevés lors de la réponse inflammatoire. Ils sont considérés comme
des dosages fonctionnels utiles a 1’exploration de I’immunité innée, en dehors de la réponse
inflammatoire.

Le mécanisme inflammatoire met en jeu des phénomenes complexes au cours desquels les
concentrations de protéines inflammatoires évoluent rapidement. Il convient de signaler qu’il
est le plus souvent inutile de mesurer 1’ensemble des paramétres suscités. En revanche, aucun
d’entre eux n’étant totalement spécifique de 1’étiologie de I’inflammation, il peut étre utile
dans certaines situations d’en mesurer deux, voire trois. L’électrophorése des protéines
sériques reste le parameétre le plus adapté au diagnostic et au suivi des affections
inflammatoires et un indicateur important de I’activité de la maladie et de I’efficacité du

traitement.
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Annexes

Annexe 1 : Composition des différents réactifs utilises

1. Composition de la cassette COBAS INTEGRA C-Reactive Protein (Latex)
(CRPLX)

R1: Tampon TRIS avec serumalbumine bovine et immunoglobulines (de souris) stabilisé par
de I’azide de sodium (0,09%) (Liquide).

R2 : SR Particules de latex recouvertes d’anticorps (de souris) anti-CRP dans un tampon
glycine stabilisé avec de 1’azide de sodium (0,09%) (Liquide).

2. Composition de la cassette COBAS INTEGRA Iron Gen.2 (IRON2)
R1 : acide citrique

Thio-urée
R2 : Ascorbate de sodium

FerroZine
Le réactif R1 un tensioactif non réactif et le réactif R2 contient un conservateur.

3. Composition de la cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Complement C4
ver.2 (C4-2)

R1: Tampon TRIS : 100 mmol/l, pH 8,0 ; PEG : 3,0% ; conservateur, flacon B (liquide).

R2 : Anticorps de chévre anti-C4 humain : dépend du titre de I’antisérum ; tampon TRIS : 33
mmol/l ; conservateur, flacon C (liquide).

4. Composition de la cassette COBAS INTEGRA Tina-quant Haptoglobin ver.2
(HAPT2)

R1: Tampon phosphate : 12,7 mmol/l, pH 7,2 ; NaCl : 130 mmol/l ; PEG : 40 g/l ;
conservateur (liquide).

R2 : SR anticorps (de lapin) anti-haptoglobine humaine > 1,1 g/l ; chlorure de sodium : 100
mmol/l ; conservateur (liquide).

5. Composition de la cassette COBAS INTEGRA Albumin Gen.2 (ALB2).
R1 : citrate, conservateur liquide

R2 : SR vert de bromocrésol, conservateur liquide



Annexe 2 : Résultats de 1’analyse en composantes principales.
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