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Partenaires


 Hypersensibilités 
I.Généralités
Diapo 1 : Les hypersensibilités recouvrent un grand nombre de pathologies différentes ayant en commun un mode de réponse inapproprié du système immunitaire, qu’il soit inapproprié quantitativement (si le système s’emballe) ou qualitativement (le SI attaque la mauvaise cible et peut provoquer des  lésions du « soi » au lieu de le protéger).

Diapo 2 : Dans les hypersensibilités, le SI peut réagir selon divers mécanismes assez différents entre eux.
La classification de Gell et Coombs distingue mécanismes médiés par les anticorps et mécanismes à médiation cellulaire.
/!\ « médié par les anticorps » signifie que l’élément déclenchant est un anticorps mais pas qu’il n’y a aucune intervention cellulaire: les cellules peuvent intervenir mais ne déclenchent pas la réaction.

Dans les mécanismes à médiation cellulaire, on n’a pas besoin de cette « gâchette anticorps »: la médiation est cellulaire d’emblée.

Diapo 3 :                                         Mécanismes immunopathologiques intervenant dans les hypersensibilités :
-> A: lyse complément-dépendante : Dans toute hypersensibilité médiée par les anticorps, il y a très souvent intervention du complément qui déclenche des lyses cellulaires néfastes.

-> B : phagocytose : Les macrophages ou les PNN reconnaissent une cible cellulaire par le biais d’un anticorps.
-> C: cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante.

La cible cellulaire peut être reconnue: - par un anticorps qui fait le lien avec la cellule tueuse. 

- ou directement, sans l’intermédiaire d’anticorps (ex.: cellules NK). 
-> E : L’anticorps peut aussi reconnaître une cible ayant une activité biologique:

- La liaison d’un anticorps avec un récepteur peut empêcher la fixation du ligand ou mimer son action.
- L’anticorps peut reconnaître le ligand soluble et l’empêcher de se lier au récepteur => pas de lyse mais effet d’empêchement ou d’accentuation d’un effet biologique.

-> G : dépôts d’anticorps : Sous forme libre ou en complexes immuns, les anticorps se déposent au niveau de vaisseaux ou de membranes basales, et entraînent, par l’intermédiaire d’activations cellulaires, des modifications de perméabilité ou des lésions de la paroi vasculaire.
-> H : liaison des anticorps à des récepteurs spécifiques. Ex.: sur les polynucléaires basophiles, la liaison anticorps/récepteur déclenche la libération des médiateurs contenus dans les granules cytoplasmiques.
-> I et J : plus particulièrement dans les hypersensibilités à médiation cellulaire (les anticorps ne causent pas directement les effets néfastes, même s’ils peuvent les amplifier par des mécanismes conjoints) :
- reconnaissance d’une cible cellulaire par une cellule à action cytotoxique directe (LyT).
- ou activation d’un LyT qui libère des cytokines, chimiokines, lymphokines qui auront des effets directs sur la cellule ou vont recruter d’autres cellules qui causeront les effets néfastes.

Ces différents mécanismes peuvent se recouper et ne sont pas spécifiques d’un type d’hypersensibilité: à un type d’hypersensibilité correspond plusieurs de ces mécanismes.

II.L’hypersensibilité de type I
Diapo 4 : L’hypersensibilité de type I est aussi appelée immédiate à cause de l’apparition extrêmement rapide des symptômes (quelques minutes) à partir du contact de l’antigène avec l’organisme.
Sa symptomatologie est très variée: - nombreuses cibles (peau, muqueuses)

- L’effet peut rester localisé (papules d’urticaire) ou se généraliser (choc anaphylactique).
=> C’est donc devant la vitesse rapide d’apparition des symptômes (et non devant le type de symptômes eux-mêmes) qu’on doit évoquer une hypersensibilité de type 1.
Diapo 5 : Selon la classification de Gell et Coombs, l’hypersensibilité de type 1 est une hypersensibilité médiée par les anticorps, plus particulièrement les IgE, auxquels se rajoute les cellules effectrices: les polynucléaires basophiles (circulation sanguine) ou les mastocytes (dans les tissus), contenant tous deux des granules cytoplasmiques bourrées de médiateurs (histamine, leucotriènes, prostaglandines) et portant à leur surface un récepteur de très haute affinité pour le fragment constant des IgE : le FcεRI. C’est le pontage des IgE à la surface de ces cellules effectrices qui provoque la libération des médiateurs responsables des symptômes.
Diapo 6 : Les IgE sont présentes dans la circulation sanguine à un taux extrêmement faible par rapport aux autres Ig, parce que ce sont des anticorps cytophiles: la moitié des IgE de l’organisme ne sont pas présentes sous forme soluble mais sont retrouvées à la surface des cellules (surtout mastocytes/basophiles voire lymphocytes où elles régulent leur propre synthèse).
Les IgE, présentes dans le sérum de manière très transitoire, sont rapidement dégradées si elles ne se lient pas à un récepteur (demi-vie dans le sérum = 2 jours alors qu’elles peuvent persister plusieurs mois liées aux récepteurs).

=> /!\ Ne jamais oublier que dans les tests d’allergie, on regarde les dosages d’IgE dans le sang, qui ne sont donc qu’un reflet indirect du véritable nombre d’IgE dans l’organisme.
Physiologiquement, les IgE participent à la défense contre les helmintes: quand les mastocytes activés libèrent leurs granules, ils libèrent aussi des médiateurs qui attirent les éosinophiles contenant des substances très actives contre les parasites.
Les IgE sont aussi responsables d’allergies, pathologies de plus en plus courantes (25-30% de la population).
Diapo 7 : Certaines cellules (mastocytes et basophiles) jouent un rôle dans le déclenchement de la réaction (en lien avec les IgE grâce à leur récepteur de haute affinité).

D’autres interviennent plus tard lors de la réaction inflammatoire semi-retardée et jouent un rôle pro-inflammatoire: d’autres cellules (LyB et T, monocytes/macrophages, polynucléaires éosinophiles), attirées sur les lieux par les médiateurs sécrétés, déclenchent une réaction inflammatoire localisée. Elles possèdent un autre récepteur pour les IgE, de plus faible affinité: FcεRII (qui joue davantage un rôle de régulation de synthèse des IgE).

Diapos 8 et 9 : Les médiateurs mis en jeu sont classés en deux familles :

- médiateurs pré-formés = présents en permanence dans les granules, prêts à être libérés à tout moment et à agir immédiatement => responsables des symptômes immédiats.
· L’histamine joue à la fois rôle d’induction des symptômes et régulation de la réponse immune en fonction des récepteurs sollicités (3 ont un effet pro-inflammatoire, un seul a un effet anti-inflammatoire => rôle clairement pro-inflammatoire).

· Les facteurs chimiotactiques (qui attirent les cellules, surtout PNE et PNN qui vont aggraver la réaction inflammatoire en relâchant d’autres médiateurs) jouent un rôle important dans la réponse semi-retardée, entraînant une réponse particulièrement importante dans certaines pathologies (asthme à composante allergique).

· L’héparine agit sur les vaisseaux en modifiant la perméabilité vasculaire.

· Des enzymes (protéases) sont responsables localement de lésions tissulaires.

- À partir du moment où la cellule est activée par liaison de l’antigène aux récepteurs => déclenchement de la synthèse des médiateurs néo-formés (dérivés pour beaucoup du métabolisme lipidique, notamment prostaglandines et leucotriènes).

En induisant la sécrétion de cytokines (notamment IL4), ils déclenchent un effet d’auto-amplification: l’IL4 favorise la polarisation dans le sens TH2 – NB:les Th2 sont un sous-type de LyT-CD4 qui interviennent dans les réactions allergiques. En produisant de l’IL4, les LyTh2 favorisent la commutation isotypique vers les IgE. – 
=> les symptômes observés lors de réactions allergiques (œdème de Quincke, asthme, urticaire) sont dus à ces médiateurs:

- effets au niveau des vaisseaux : vasodilatation et augmentation de la perméabilité vasculaire

=> œdème et sortie des GR des vaisseaux => érythème.
- action sur la musculature lisse => bronchoconstriction.
- augmentation de sécrétion de mucus par action sur les cellules à mucus.

La libération de ces médiateurs est déclenchée par les IgE après réintroduction de l’antigène dans l’organisme. « ré-introduction » parce que l’antigène est reconnu par les IgM spécifiques lors du 1er contact: il faut qu’il y ait eu un ou plusieurs contacts avec l’antigène pour déclencher une commutation isotypique vers les IgE  (favorisée par la présence de certaines cytokines dans le micro-environnement comme IL4 ou IL13).
Diapo 10 : Le récepteur de haute affinité des IgE, FcεRI est composé de 4 chaînes :

- 1 chaîne α essentiellement extra-cellulaire, permettant la liaison avec le fragment constant des IgE.
- 1 chaîne β et 2 chaînes γ essentiellement intracellulaires = modules de transduction du signal (surtout γ).

Diapo 11 : L’activation de la cellule est déclenchée par l’agrégation des récepteurs lorsque l’antigène réalise un pontage entre deux IgE de même spécificité => la tyrosine-kinase Syk intracellulaire est alors capable de déclencher 3 types de cascades d’activation:
-> L’activation de la phospholipase A2 (PLA2) par l’intermédiaire de molécules adaptatrices (GRB2 – SOS) agit sur le métabolisme de l’acide arachidonique => synthèse des médiateurs néo-formés (leucotriènes et prostaglandine).

-> L’activation de la phospholipase C (PLC) induit le clivage de PIP2 en IP3 et DAG 
=> activation de la protéine kinase C (PKC) et mobilisation des stocks calciques cellulaire 
=> modifications des microtubules et exocytose des granules de médiateurs pré-formés = dégranulation 
=> début de la réaction d’hypersensibilité.
-> La PI3-kinase agit sur diverses cascades => sécrétion de cytokines et de chémokines à l’origine d’une amplification du phénomène (IL4) et de la réaction semi-retardée (par le recrutement d’autres cellules inflammatoires).
Le signal n’est possible que si l’antigène se lie à 2 IgE de même spécificité à la surface de la cellule. Or, contrairement aux lymphocytes (qui ne portent que des Ig de même spécificité), les mastocytes et basophiles portent des IgE de plusieurs spécificités différentes => on dose donc les IgE spécifiques: plus y il en a de même spécificité, plus il y a de risques d’en retrouver plusieurs sur la même cellule qui peuvent réaliser un pontage avec l’antigène déclencher la réaction.
Diapo 12 : Quand on parle d’hypersensibilité immédiate, on parle de la phase symptomatique (libération des médiateurs après liaison IgE/récepteur).
Mais en amont de la phase symptomatique, on trouve une phase silencieuse de sensibilisation essentielle car c’est elle qui aboutit à la synthèse des IgE.

- Certains patients déclenchent beaucoup de réactions allergiques face à des allergènes très différents à cause d’un terrain particulier (tendance forte à faire une réponse IgE car réponse T orientée plutôt TH2 que TH1).
- Cette phase silencieuse peut durer des années: des personnes ayant vécu plusieurs années avec un antigène déclarent tout à coup une allergie => notion de seuil au niveau de l’environnement et de l’individu pour que les circonstances propices à l’apparition d’une hypersensibilité soient réunies.


Suite à la phase symptomatique immédiate (= 1 à 2h plus tard, le temps du recrutement des cellules) se déclenche la phase symptomatique semi-retardée qui dure plus longtemps avec formation d’un foyer inflammatoire.

Diapo 13 : Pour qu’il y ait sensibilisation, il faut donc une rencontre entre un LyT et un LyB de même spécificité antigénique, dans un environnement contenant de l’IL4 (sécrété soit par la cellule T activée, soit par d’autres cellules de l’environnement). L’IL4 provoque la production de cellules TH2 qui vont elle-même libérer de l’IL4 => amplification.
Ex.: Les apiculteurs, souvent piqués par les abeilles, fabriquent beaucoup d’IgE (réaction très orientée TH2). Les phénomènes de régulation vont intervenir et empêcher une réponse immunitaire pendant un certain temps mais l’équilibre est précaire : tôt ou tard, le nombre d’IgE présents sur les mastocytes et basophiles sera suffisant pour déclencher une réaction symptomatique. 

III. L’hypersensibilité de type II
Diapo 14 : L’hypersensibilité de type II est médiée par des anticorps : IgG essentiellement et parfois IgM.
· lyses cellulaires dues au complément : les IgM et IgG – surtout IgG1 et IgG3 – ont des récepteurs pour le complément => activation de la voie classique et lyse par le complexe d’attaque membranaire.
· phagocytose liée à l’opsonisation: la cellule est reconnue par les IgG qui se lient aux récepteurs de leur Fc :

- sur les macrophages => phagocytose de la cellule si elle n’est pas trop grosse.

- sur les Ly tueurs => cytotoxicité cellulaire.
Les cibles les plus fréquentes de l’hypersensibilité de type II sont les  cellules à faible pouvoir réparateur : cellules hématopoïétiques (surtout les érythrocytes ou les plaquettes).

Diapo 15 : On distingue deux types d’hypersensibilité de type II  selon que la cible fait partie de la cellule ou y est adsorbé (= type IIa) ou qu’il s’agit d’un récepteur de surface (= type IIb).

A - Antigène associé à la cellule (par un récepteur ou une liaison physico-chimique).
Diapo 16 : La mort cellulaire est due à la lyse complément-dépendante, la phagocytose ou la cytotoxicité cellulaire.
C’est le cas de certaines anémies hémolytiques (incompatibilités ABO et Rhésus), du rejet de greffe hyper-aïgu ou de certaines réactions médicamenteuses (le médicament s’adsorbant à la surface de la cellule devient cible des anticorps).

Diapo 17 : Ex.: la MHNN (= maladie hémolytique du nouveau-né) est déclenchée par la présence d’anticorps anti-rhésus. Elle peut être observée chez un nouveau-né de mère Rh- et père Rh+.
Aucun problème lors d’une 1ère grossesse avec un enfant Rh+ chez une mère Rh-.

Mais lors de l’accouchement, une brèche vasculaire peut se créer => passage de globules rouges fœtaux dans le sang maternel et sélection d’IgM dirigés contre les globules Rh+ (sans conséquence pour l’enfant puisque les IgM ne traversent pas le placenta).
Lors d’une 2ème grossesse avec un enfant Rh+ : la mère a réalisé la commutation isotypique => les IgG peuvent traverser le placenta et détruire les GR du 2ème bébé Rh+ => anémie du nouveau-né.
On cherche à prévenir cette pathologie en injectant aux mères des anticorps anti-D pour détruire les GR fœtaux dès qu’une brèche vasculaire se crée et donc empêcher l’immunisation de la mère.
Diapo 18 : La maladie de Goodpasture est une glomérulopathie due au dépôt d’IgG sur la membrane basale des glomérules rénaux => activation du complément et des cellules T tueuses => dégradation tissulaire de la membrane basale des glomérules rénaux et progressivement des glomérules.


B - Antigène à fonction biologique (ex.: récepteur)
Diapo 19 : La signalisation médiée par ce récepteur sera perturbée:

- effet agoniste si l’anticorps simule l’effet du ligand.

- ou effet antagoniste si compétition entre anticorps et ligand, auquel se rajoute l’effet destructeur (via complément ou lyse).

Diapo 20 : Ex. d’effet antagoniste : la myasthénie : 

Des anticorps anti-récepteurs de l’acétylcholine se fixent sur les récepteurs de la synapse, gêne la fixation du ligand naturel donc empêche le passage de l’influx nerveux => destruction de la synapse à long terme.

Diapo 21 : À l’inverse, on peut avoir un effet agoniste. Ex. de la maladie de Graves (hyperthyroïdie):
Normalement, les hormones thyroïdiennes exercent un feed-back négatif sur la production de TSH de manière à diminuer la production d’hormones alors qu’ici, des auto-anticorps agonistes simulent l’action de la TSH et neutralisent l’effet de feed-back en induisant la production d’hormones en permanence.


IV. L’ hypersensibilité de type III
Diapo 22-23 : À la différence du type II, l’hypersensibilité de type III n’est pas due à la présence d’anticorps sous forme soluble mais de complexes immuns d’IgG (un peu d’IgM) en excès, que l’organisme n’arrive pas à éliminer complètement (excès de la production des complexes ou déficit des mécanismes d’élimination voire les 2)  => dépôt des complexes immuns => activation du complément :

- les fragments C3a C5a ont des propriétés chémotactiques vis-à-vis des PNN qui agiront dans la destruction des tissus.
- C3b a une fonction opsonisante => phagocytose des cellules.
+ libération de médiateurs, d’enzymes induisant des modifications de la perméabilité vasculaire et des dommages tissulaires => syndrome inflammatoire pouvant rester localisé (si les complexes immuns se forment dans les tissus) ou être généralisé (formation des complexes dans le sang).
Diapo 24 : Ex. de phénomène localisé : le phénomène d’Artus (qui n’est pas observé chez les humains) mais reproduit sur les animaux de laboratoire par injections répétées d’antigènes solubles.

Reconnu par les anticorps, ces antigènes forment des complexes immuns et activent le complément :

- libération de fragments à l’activité chimiotactique.

- activité anaphylactoïde : les mastocytes ont des récepteurs pour C3a et C5a induisant directement la dégranulation => augmentation de la perméabilité vasculaire.

=> recrutement des neutrophiles qui libèrent des enzymes lytiques dans le tissu de façon localisée.

Ce phénomène induit en laboratoire correspond exactement à ce qui se passe dans les alvéolites allergiques extrinsèques, notamment le « poumon de fermier » : les fermiers sont souvent exposés à certaines moisissures dans le foin, antigène induisant la réaction de l’organisme jusqu’à la formation de lésions lytiques de la membrane alvéolo-capillaire.

Diapo 25 : Ex. de phénomène généralisé: la maladie sérique, souvent vue lors de l’utilisation d’anti-toxines, elle correspond à la présence massive de complexes immuns dans le sang.

Au début, la présence de beaucoup d’antigènes libres induit la fabrication d’anticorps (ou intervention de la sérothérapie) => arrivée massive d’anticorps et formation de complexes immuns dans des conditions stériques optimales : l’excès d’antigènes provoque la formation de petits complexes immuns.

À l’équilibre entre les concentrations d’antigènes et anticorps se forment de très gros complexes immuns en réseaux, nombreux et difficiles à éliminer : le système d’élimination réticulo-endothélial –NB : qui inclut les macrophages, phagocytes, etc.– est dépassé. 
=> Les complexes immuns se déposent au niveau du rein, du système nerveux, provoquant des symptômes qui disparaissent au fur et à mesure de l’action des anticorps et disparition des antigènes jusqu’à ce qu’on se retrouve dans une phase d’anticorps libres en majorité où on aura à nouveau de petits complexes immuns qui disparaissent peu à peu. Il s’agit donc d’un phénomène transitoire.
V. L’hypersensibilité de type IV
Diapo 26 : L’hypersensibilité de type IV est dite retardée ou à médiation cellulaire.
Basée sur le recrutement cellulaire (des LyT et macrophages essentiellement), elle est retardée parce que le recrutement cellulaire prend du temps (surtout celui des macrophages) : l’antigène est reconnu par les LyT qui s’activent et sécrètent des facteurs chémotactiques => recrutement des macrophages (qui vont libérer des enzymes) et autres lymphocytes à l’activité cytolytique, provoquant des lésions tissulaires => réaction au bout de 48h à 72h.

Ce type de réaction reste toujours localisé dans le tissu.
Diapo 27 :
- ex. de l’hypersensibilité tuberculinique : on observe (48 à 72h après injection de l’antigène) un phénomène d’œdème et de rougeur induit par le recrutement des cellules inflammatoires.

- On observe les mêmes réactions dans l’eczéma de contact, avec un caractère très localisé : les lésions inflammatoires suivent exactement la zone de contact avec l’antigène.

- Formation d’un granulome pour isoler la lésion si le recrutement devient chronique à cause de la présence permanente de l’antigène, lors de pathologies infectieuses chroniques ou intra-cellulaires (ex.: lèpre) où il est très difficile de se débarrasser de l’agent infectieux ou lors de maladies auto-immunes.

Diapo 28 : Pour diagnostiquer l’hypersensibilité de contact, on ne peut pas détecter d’Ig circulants donc on utilise le patch-test : application de petits disques de cellulose imbibées de diverses substances sur la peau. Après quelques jours, on regarde si un foyer inflammatoire s’est formé pour certains de ces antigènes.
 Dysglobulinémies monoclonales 

I. Définition

Diapo 1 : Le suffixe « -émie » se rapporte à une anomalie biologique sérique.

Les dysglobulinémies monoclonales correspondent à des désordres de synthèse des Ig, conséquence d’une prolifération clonale des LyB activés en plasmocytes (qui sécrètent chacun une unique espèce d’Ig au niveau structural) => présence dans le sérum d’une quantité anormalement importante d’une espèce d’Ig particulière.

Diapo 2 : L’électrophorèse sépare les protéines selon un champ électrique en fonction de leur charge.

Sur une électrophorèse normale du sérum d’un patient, on voit : 

- un gros pic étroit pour l’albumine (espèce moléculaire unique : c’est une molécule mais il y en a beaucoup donc pic étroit).
- différents petits pics plus étalés qui correspondent à différentes espèces de globulines (α, β et γ).

-> Les Ig migrent sous la forme d’un dôme assez large : leur extrême diversité structurale (isotypes, sites spécifiques) se traduit par des diversités de charges électriques.
-> Une bande diffuse représente cette diversité si les électrophorèses sont présentées sous forme de bandes.
Diapo 4 : L’électrophorèse d’un patient atteint de dysglobulinémie monoclonale aura l’aspect de l’électrophorèse du bas à droite (apparition d’un pic étroit dans la zone des Ig, zone des γ-globulines).
En revanche, un agent infectieux est une mosaïque d’antigènes qui stimule plusieurs clones de lymphocytes : lors d’une réaction immunitaire, on observera un dôme plus grand que sur l’électrophorèse normale mais diffus (par hypersécrétion d’Ig d’espèces différentes) = réaction dite polyclonale.
Diapo 5 : L’électrophorèse peut être présentée sous forme de pics ou sous forme de bandes.

Diapo 6 : C’est une anomalie biologique très fréquente (plus chez les hommes et les sujets âgés) qui traduit une prolifération clonale mais qui n’est pas synonyme de malignité : il peut y avoir une prolifération clonale en réponse à un tas de situations différentes.
Diapo 7 : Rappel : Les chaînes lourdes et légères sont produites séparément puis assemblées au niveau du RE.
- Dans la majorité des cas, les chaînes lourdes et légères sont synthétisées de manière équilibrée.
- La synthèse peut devenir déséquilibrée particulièrement en présence d’une lymphoprolifération B d’origine maligne.

-> production de plus de chaînes légères que de chaînes lourdes => Ig monoclonale entière, avec présence de la protéine de Bence-Jones (= chaînes légères en excès) dans le sang ou dans les urines (= dû à un défaut de la réabsorption tubulaire à cause des dépôts de chaînes légères au niveau des tubules).
-> On peut aussi ne détecter que la présence de la protéine de Bence-Jones (souvent lors de proliférations tumorales) :

- soit à cause d’une production complètement anormale de chaînes légères uniquement.

- soit parce que les chaînes lourdes qui sont produites sont particulièrement sensibles à la protéolyse.
-> Cas extrême des myélomes non-excrétants (qui ne sont pas réellement non-excrétants) : ils sécrètent une Ig qu’on ne détecte pas à l’électrophorèse soit parce qu’elle est présente en quantité très faible soit parce qu’elle est très rapidement dégradée (structurellement anormale, l’Ig est très sensible à la protéolyse).
-> Très rarement, production de chaînes lourdes isolées.

Diapo 8 : Les dysglobulinémies monoclonales sont très majoritairement dues aux IgG et assez fréquemment aux IgM.
Les situations les plus rares sont représentées par les myélomes à IgD (les dysglobulinémies bénignes à IgD sont rares) ou les productions de chaînes lourdes isolées. Et les dysglobulinémies monoclonales de type IgE restent rarissimes.

Diapo 9 :                                         Circonstances de découvertes d’une dysglobulinémie monoclonale :
-> On peut faire des tests biologiques pour détecter une dysglobulinémie monoclonale suite à la découverte de symptômes de la maladie lymphoproliférative sous-jacente  (signes cliniques ou radiologiques d’un myélome par ex.) 
-> Les dépôts d’Ig au niveau du rein induisent un défi de la fonction rénale.
-> Découverte fortuite : 
- On peut détecter une quantité anormalement importante d’une Ig dans certaines maladies infectieuses (virales ++) à cause d’une prolifération anormale d’un des clones activés par le virus (assez fréquent lors de certaines hépatites : apparition transitoire d’un pic qui disparaît quand l’antigène n’est plus présent dans l’organisme).

- Dans les déficits immunitaires (patients immunodéprimés), la perte de régulation de la production des Ig peut déclencher la prolifération d’un clone de LyB.
- On peut découvrir une dysglobulinémie monoclonale sans contexte pathologie particulier (plus fréquent chez les personnes âgées). On n’en connaît ni la cause, ni l’évolution => surveillance régulière.
Diapo 10 : Certains facteurs peuvent orienter vers une étiologie bénigne, en restant indicatifs (= aucun n’est formel) :
- Un taux modeste de l’Ig produite en excès et un taux normal des autres Ig sériques sont plutôt des signes de bon pronostic.

- L’apparition d’un pic monoclonal pour une Ig avec diminution des autres Ig indique un problème hématopoïétique.
- Une protéinurie de Bence-Jones = plutôt mauvais indicateur.

Diapo 11 :                                                     Étiologies des dysglobulinémies monoclonales :
-> Les plus fréquents des syndromes lymphoprolifératifs B sont les myélomes à Ig entières (parfois ceux à chaînes légères), le myélome correspondant à une prolifération plasmocytaire.
-> On peut aussi avoir des proliférations à un stade moins mature : proliférations lymphoplasmocytaires (ex.: maladie de Waldenström, caractérisée par la production d’IgM) ; voire des proliférations polymorphes (ex.: leucémie lymphoïde chronique, certains lymphomes non-Hodgkinien où l’Ig est présente à de faibles taux – quand elle est présente).
-> La prolifération clonale peut aussi avoir pour origine une stimulation antigénique prolongée (d’origine infectieuse ou dysimmunitaire comme les maladies auto-immunes) voire… le vieillissement !
Diapo 12 :                                                                          Complications possibles :
- Les complications liées à la prolifération B entraînent des problèmes médullaires : absence d’activité hématopoïétique autre que celle du clone qui prolifère et prend toute la place.

- Complications liées à la nature de l’Ig sécrétée :

-> Problème d’hyperviscosité lorsqu’il y a un taux très élevé d’Ig, surtout de type IgM (molécules pentamériques au très fort pouvoir agrégeant) => syndromes d’hyperviscosité graves nécessitant des plasmaphérèses.

-> Problèmes dus à la spécificité antigénique (reconnaissance de cibles qui perturbent l’hémostase par exemple).

- Complications rénales : tubulopathies par dépôts d’Ig monoclonales au niveau du rein => troubles de la réabsorption des facteurs présents dans les urines et notamment des chaînes légères => protéinurie de Bence-Jones. 

- Complications liées à la présence possible d’une activité cryoglobuline : cryoglobuline = Ig –pas forcément monoclonales– ayant  pour particularité de précipiter à une température < 37°C, la température de précipitation pouvant être très variable : 

-> Certaines Ig précipitent à des températures très basses (et ne sont pas très gênantes).

-> D’autres Ig (souvent des IgM) précipitent à des températures très proches de 37°C => précipitation dans les capillaires

=> syndrome de Raynaud (= nécrose au niveau des doigts) => peut faire découvrir la dysglobulinémie.
- Activité antigénique particulière : dirigée contre les GR (=> anémie) ou contre des cibles neurologiques.

Ces complications peuvent être à l’origine de la découverte de la dysglobulinémie.


II. Démarche diagnostique

Diapo 13 : Quand on découvre une dysglobulinémie monoclonale, on cherche à savoir si elle correspond à un phénomène lymphoprolifératif malin ou non :
-> 1ère étape immunochimique de découverte (par électrophorèse ou immunofixation) qui permet de caractériser et de quantifier l’Ig monoclonale (par la quantification du pic à l’électrophorèse éventuellement ou par des dosages).  

-> 2ème étape de diagnostic (myélogramme ou biopsie osseuse) : C’est uniquement cela qui permet de dire si la dysglobulinémie monoclonale est associée à une prolifération lymphocytaire ou plasmocytaire.

-> 3ème étape de recherche des complications (rénales, activité cryoglobuline, activité antigénique particulière) si on a des points d’appel symptomatiques.

1- Détection et évaluation quantitative du pic monoclonal

Diapo 15 : La découverte d’une dysglobulinémie monoclonale est souvent faite à l’électrophorèse qui peut permettre une évaluation de la quantité d’Ig du pic (en intégrant les différents pics : le pic monoclonal représente un certain pourcentage de la fraction Ig totale => évaluation quantitative en rapportant au taux total des Ig).
Ici, on voit un pic qui n’est pas au niveau de la zone des Ig (zone des γ-globulines) : on peut en effet retrouver certaines Ig monoclonales au niveau de la zone des β-globulines voire en α2 (c’est en particulier le cas de certaines IgA monoclonales).
Un pic présent dans une fraction autre que celle des γ-globulines n’élimine absolument pas une dysgobulinémie monoclonale.


2- Caractérisation de l’immunoglobuline monoclonale

Diapo 16 : On caractérise une Ig monoclonale en déterminant son isotype en chaînes lourdes et en chaînes légères, le plus souvent par une immunofixation (immunoélectrophorèse = technique de référence à l’origine selon les livres). 

Ces 2 techniques reposent sur le même principe = l’immunoprécipitation : Après avoir séparé les protéines, on les fait réagir avec des anti-immunoglobulines mono-spécifiques soit de chaînes lourdes soit de chaînes légères. Et au final, on aura juste une différence de présentation et de support :
- avec l’immunoélectrophorèse, on obtient des courbes

- on aura différentes pistes de migration avec l’immunofixation : Sur chacune de ces pistes, ont été déposés le sérum du patient et un anti-sérum spécifique d’une chaîne lourde ou d’une chaîne légère d’Ig. 

-> Si la chaîne dont l’anti-sérum est spécifique n’est pas celle impliquée dans la dysglobulinémie, on voit apparaître une zone d’immunoprécipitation diffuse. 
-> Si l’anti-sérum reconnaît la chaîne légère ou lourde dont il est spécifique en quantités importantes => formation de nombreux complexes immuns => apparition d’une bande de précipitation monoclonale (une bande sur une des pistes de chaînes légères et une bande sur une des pistes de chaîne lourde pour l’Ig complète).
Chez ce patient il y avait présence d’une dysglobulinémie monoclonale constituée par une IgG-κ.  

Diapo 17 :
- figure 3a : gel d’un patient qui n’a manifestement pas d’Ig monoclonale : zones d’immunoprécipitation diffuses pour tous les anti-sérums. On remarque qu’il y a plus de κ que de λ, c’est normal puisqu’il y a a peu près deux fois plus de κ que de λ.

- figure 3b : Zones diffuses qui correspondent à la présence d’Ig polyclonales. Pour l’IgG et pour l’anti-sérum anti-λ, présence d’une bande monoclonale qui traduit la présence dans le sérum d’une IgG-λ.

- en haut à droite : idem, présence d’une IgG-κ.

- en bas à droite : présence d’une IgM-κ.

Diapo 18 : Parfois, on ne trouvera qu’une bande monoclonale. En l’occurrence ici, pour les chaînes κ ou λ.

Hypothèses : - chaîne légère monoclonale isolée dans le sang = protéine de Bence-Jones.
- ou Ig entière mais de type IgE ou IgD (non-explorées en routine, évoquée uniquement si on voit apparaître une bande isolée en κ ou λ).

=> Pour confirmer la présence d’une chaîne légère monoclonale isolée on va rajouter un anti-sérum anti-chaîne légère libre qui reconnaît des déterminants antigéniques uniquement accessibles quand la chaîne légère est libre (masqués lorsque la molécule est entière). On produit ces anti-sérums particuliers en injectant aux animaux la chaîne légère isolée.

=> On teste aussi avec les anti-sérums anti-IgD et anti-IgE :
- présence d’une bande exactement au même endroit avec l’anti-sérum anti-chaîne légère libre.
- Si c’était une IgD-κ, on verrait une bande monoclonale avec l’anti-sérum anti- κ, une bande avec l’anti-sérum anti-IgD mais rien avec l’anti-sérum anti-chaîne κ libre.
- On pourrait aussi avoir les 2 : production à la fois d’IgD- κ et de chaîne légère κ libre.


3- Dosage pondéral des immunoglobulines sériques

Déterminer l’isotype de l‘Ig monoclonale permet de suivre l’évolution dans le temps :
- On fait une immunofixation au diagnostic et on la répète généralement tous les 6 mois ou tous les ans, ou en cas d’évènements particuliers (traitement ou évolution de la maladie).

- Pour le suivi régulier du patient, on fait un dosage pondéral de Ig, beaucoup moins coûteux, et qui permet de suivre une éventuelle diminution du pic d’Ig.


4- Recherche de Bence-Jones urinaires

Diapo 19 : Il est important dans le suivi de détecter la présence –ou l’absence– de Bence-Jones urinaires qui traduiraient :

- soit une sécrétion déséquilibrée des chaînes légères et lourdes.

- soit une anomalie de la fonction rénale avec diminution de la réabsorption des chaînes légères = tubulopathie (facteur de mauvais pronostic). 

=> On utilise les mêmes techniques d’immunofixations pour mettre en évidence les Bence-Jones urinaires : séparation des protéines présentes dans les urines selon un champ électrique puis réaction de chaque piste avec un anti-sérum mono-spécifique (essentiellement anti-κ, anti-λ, anti-κ libre et anti-λ libre). 
On peut aussi rechercher les chaînes lourdes associées si on a une bande en κ ou en λ.

Dans le cas présenté, l’immunofixation sérique met en évidence une IgG- λ monoclonale. Dans l’immunofixation réalisé à partir des urines, on retrouve deux bandes : au niveau de la piste immunoprécipitée avec l’anti-sérum λ et avec l’anti-λ libre, traduisant la présence de Bence-Jones sérique λ.

5- Recherche de cryoglobulines
Diapo 20 : On doit aussi rechercher une activité cryoglobuline (assez fréquente surtout chez les IgM).

Les étapes en amont du laboratoire sont très importantes pour obtenir un résultat fiable : les cryoglobulines précipitent au froid, il faut donc tout mettre en œuvre pour éviter qu’elles ne précipitent avant d’arriver au labo, sinon on ne pourra plus les identifier (elles seront prises dans un caillot) :
-> Conditions de prélèvement : il faudrait que le matériel de prélèvement soit réchauffé à 37°C et ensuite transporter le tube en le protégeant le mieux possible de tout refroidissement (idéalement = transport dans une mallette thermostatique qui permet de conserver les échantillons à 37°C). 

-> À l’arrivée au labo, le tube est centrifugé à chaud : le sérum peut alors être séparé. Mis au frigo, on le laisse décanter pour que la précipitation se fasse dans le tube à essai. 

-> Une fois la précipitation faite, le matériel précipité est récupéré, lavé (au PBS froid pour rester précipité) afin d’éliminer toute contamination par les protéines sériques non-cryoprécipitées. Il est redissous à 37°C puis on effectue une immunofixation pour caractériser le type de la cryoglobuline :
- Type I : les cryoglobulines sont uniquement des Ig monoclonales, généralement à des taux assez importants, associées à des syndromes lymphoprolifératifs (donc à une dysglobulinémie monoclonale).

- Cryoglobulinémie de type III : les cryoglobulines sont alors des Ig polyclonales, leur capacité de cryoprécipitation étant liée à des facteurs extérieurs à leur structure (ex.: liaison à certains agents infectieux, on peut ainsi retrouver dans le cryoprécipité les Ig et l’agent infectieux).

- Cryoglobulinémie de type II : association d’une Ig monoclonale avec des Ig polyclonales généralement complexées, qui sont donc toutes tombées dans le précipité : ex. d’une Ig monoclonale à l’activité anti-IgG => elle forme un complexe avec les IgG (qui ont l’activité cryoglobulinémique) => quand l’IgG précipite, elle entraîne avec elle l’Ig à laquelle elle est complexée : ici, l’activité cryoglobulinémique peut être possédée par des Ig monoclonales ou polyclonales (en fonction de facteurs extérieurs ou non). 
On les retrouve souvent associées à des pathologies dysimmunitaires mais aussi à des syndromes lymphoprolifératifs. 


6- +/- dosage des chaînes légères libres

Diapo 21 : Le dosage quantitatif des chaînes légères libres n’est pas systématique : quand on observe des chaînes légères libres monoclonales par immunofixation, le résultat est essentiellement qualitatif voir semi-quantitatif mais en aucun cas quantitatif 

=> pour un résultat quantitatif : dosage (qui présente aussi un intérêt dans le suivi des myélomes non-excrétants).

Ces techniques, plus sensibles, permettent de révéler la présence d’une Ig monoclonale grâce à un ratio anormal des chaînes κ/λ.

Ces dosages se font par néphélémétrie après précipitation des chaînes légères auxquelles on a ajouté des Ac spécifiques => ces dosages ne font pas la séparation entre une chaîne κ monoclonale ou polyclonale, ils mesurent simplement la quantité de chaîne κ ou λ, et c’est la présence anormalement importante de κ ou λ (dans le ratio) qui traduit la présence d’une Ig monoclonale.

À l’origine c’est un outil utilisé pour le suivi des maladies des chaînes légères, les myélomes non-excrétants, et d’autres maladies qui font intervenir les chaînes légères : l’amylose, mais il est de plus en plus utilisé dans le suivi des myélomes classiques à chaînes lourdes et légères normales.

… Une parenthèse sur l’immunoélectrophorèse :

Diapos 22-23 : L’immunoélectrophorèse n’est plus utilisée que dans quelques labos pour des cas particuliers qui posent des problèmes de diagnostic. Son principe se rapproche de celui de l’immunofixation : après une 1ère étape de séparation, on applique l’anti-sérum dans une rigole (au lieu de l’appliquer directement au-dessus de la piste de migration). Anticorps et antigènes diffusent et les complexes immuns sous forme d’arcs de précipitation (et non sous forme de bandes). 

La présence d’une protéine monoclonale chez les γ-globulines  se traduit ici par un épaississement localisé de l’arc (c’est donc un peu plus difficile à interpréter qu’une immunofixation en cas d’anomalies discrètes).
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