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1. GENERALITES SUR LA SCLEROSE EN PLAQUES (SEP)

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire du systéeme nerveux central
(SNC) dont I'étiologie reste a définir. Elle affecte 23 millions de personne dans le monde et
est la premiére cause de handicap non traumatique chez les adultes jeunes (<50 ans) en

Europe (Pugliatti M and al, 2006).

Cette maladie neurologique chronique dépendant de fagon préférentielle des lymphocytes
T (LT) est causée par une réaction auto-immune spécifiquement dirigée contre des antigénes
du SNC, notamment des composants de la myéline (Sospedra and Martin, 2005). L’atteinte
axonale associée a la mort neuronale, est également visible au travers de I'atrophie

cérébrale et des troubles cognitifs propres a cette pathologie (Riccitelli G and al., 2012).

Elle tire son nom des lésions dures (scléreuses), ou plaques, qui se développent dans la
substance blanche du SNC. Ces Iésions visibles en hypersignal Flair attestent de I'atteinte de
la myéline ainsi que des infiltrats inflammatoires (lymphocytes et macrophages) réhaussées
aprés injection de Gadolinium pour les lésions dites « actives ». Leur lien avec le systeme
immunitaire périphérique est expliqué en partie par la proximité des lésions avec le systeme

vasculaire de type capillaire (Young NP. and al., 2010 ; Sinnecker T. and al., 2013).

Sur le plan immunologique, des LT CD4 activés, autoréactifs pour des antigénes du SNC
présents au niveau sérique, expriment l'intégrine a4p1. Cette intégrine leur permet de se
lier a une molécule d’adhésion (Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1)) présente a la
surface des cellules endothéliales tapissant la barriere hémato-encéphalique (BHE) et
exprimée sous l'influence de I'’environnement inflammatoire localement au niveau du SNC.
Ces LT peuvent ainsi traverser la BHE et rencontrent a nouveau leurs auto-antigenes
présentés par les molécules du CMHII exprimées a la surface des cellules microgliales. Cette
rencontre engendre la libération de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, IL-17...)
responsables de I'amplification de la réaction inflammatoire altérant la BHE, favorisant ainsi
le recrutement d’autres cellules du Sl en particulier des LB et LT naifs (Sospedra and Martin,

2005). Nous ne connaissons pas les mécanismes initiaux de la pathologie, en particulier le
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mécanisme responsable de I'activation de LT auto-réactifs a des antigenes du soi exprimé au
sein du SNC alors que ceux-ci sont présents en périphérie.

L'étude des mécanismes immunologiques au sein du SNC restent également difficiles a
étudier devant la grande plasticité cellulaire des populations microgliales et des
monocytes/macrophages issus du Sl périphérique. De plus, les études fonctionnelles in vivo
sont limitées, dans ce sens, le liquide céphalo-rachidien (LCR) constitue la seule voie d’abord

possible du SNC.

De fagon plus générale, on isole deux mécanismes distincts: l'inflammation d’un part,
caractérisée par les poussées, et la progression du handicap d’autre part, en lien avec la
perte axonale présente tres probablement deés les premiers temps de la maladie et évoluant
pour son propre compte, influencée plus ou moins directement par les mécanismes
inflammatoires. Les traitements actuellement disponibles n’agissent que sur les
manifestations de type inflammatoire de la maladie. Dans ce sens, le débat reste ouvert
concernant l'influence de ces thérapeutiques sur la progression du handicap (Figueira ANN

20113).

Sur le plan clinique, on caractérise 4 formes cliniques de SEP. La forme rémittente-
récurrente (SEP-RR), intéressant 85% des patients au début de la pathologie, ou des
poussées sont objectivées, suivies d’une récupération compléte ou quasi-compléte. Plus
rarement, des formes transitionnelles sont observées (5%), caractérisées par une poussée
initiale suivie d’'une évolution progressive. La forme secondairement progressive (SEP-SP),
ou des poussées peuvent persister sur fond de progression du handicap (progressive
récurrente). Cette forme survient aprés une forme rémittente dans un délai variable selon
les individus ou plus rarement d’emblée comme c’est le cas dans la forme primaire

progressive (SEP-PP) (10 %) (Fig.1)
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Figure 1: Différentes formes cliniques de SEP

Les facteurs sous-jacents ne sont pas compléetement élucidés mais cette hétérogénéité
semble étre le résultat d’interactions complexes entre le fond génétique des patients,
I’'environnement et des infections virales chroniques. Le systéme immunitaire joue un réle
prépondérant dans cette variabilité clinique, en partie certainement par le déséquilibre
entre les mécanismes effecteurs (cellules pro-inflammatoires) et suppresseurs des réponses

immunes (cellules régulatrices) (Sospedra and Martin, 2005).

Actuellement, nous sommes en mesure d’agir sur la premiéere phase de la pathologie via
I'utilisation de traitements ayant une action immunosuppressive ou immuno-modulatrice. La
phase progressive reste sans recours thérapeutique et est difficile a étudier du fait de sa

localisation intracérébrale pure (évolution indépendante du SI périphérique).

Depuis 1965, les criteres diagnostiques ont évolué. En 2010, les critéres de Mac Donald ont
été révisés, apportant quelques nuances aux critéres de 2005 largement utilisés dans les
essais cliniques et faisant référence dans les AMM des différents traitements.

Le diagnostic repose toujours sur des criteres de dissémination spatiale (lésions
anatomiquement distinctes) et temporelle (Iésions séparées dans le temps) pouvant étre
issus de éléments cliniques ou radiologiques, I'imagerie occupant une place plus importante
dans ces nouveaux critéres diagnostiques de 2010 (Polman CH and al, 2005 ; Polman CH and

al., 2011).
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Les données biologiques sériques permettent d’éliminer les diagnostics différentiels a

évoquer devant ce phénotype radio-clinique.

Le LCR, au travers de la recherche de bandes oligoclonales IgG (BOG), apporte un argument
fort en faveur d’une SEP mais n’est en rien pathognomonique. De nombreux travaux de
recherche ont été conduits sur le LCR, a la recherche de biomarqueurs permettant de définir
un risque évolutif de la SEP ou des marqueurs de réponse thérapeutique, mais sans succes, a
I’exception de (CXCL13), une chemiokine impliquée dans les aspects inflammatoires de la
SEP via son role chemo-attratif sur les lymphocytes B (LB) (Khademi M. and al., 2011), et des
neurofilaments, composant neuro-axonal et dans ce sens, reflet du handicap au long cours

(Gunnarsson M. and al., 2011).

2. INTERET DU LCR ET DU PROFIL IgG DANS LA SEP

L’étude du LCR, méme s’il n’est plus indispensable pour poser le diagnostic de SEP, reste de
pratique courante et est surtout intéressante dans un cadre de CIS ou RIS (syndrome
cliniguement ou radiologiquement isolé) en permettant de définir par la présence ou non de
BOG, un risque d’évolution vers une SEP cliniguement définie (Tintoré M. and al., 2008 ;

David H Miller and al., 2012).

2.1. Le LCR en conditions physiologiques

Le LCR est produit essentiellement au niveau des plexus choroides situés au niveau des
ventricules cérébraux. Les vaisseaux sanguins intracérébraux et le parenchyme cérébral
participent de facon beaucoup moins importante a I’élaboration du LCR. Le LCR passe des
ventricules aux citernes et espaces arachnoidiens péri-cérébraux et péri-médullaires pour se
déverser finalement dans le systeme veineux, aux travers des villosités arachnoidiennes,
appelées granulations de Pacchioni, situées au niveau du sinus supérieur et de la moelle (Fig.
2).

La production de LCR varie avec I'age : elle est de I'ordre de 500 ml/j chez I'adulte jeune (0,4
ml/min) et chute a 250 ml/j chez le sujet 4gé (0,19 ml/min) (Reiber H and al., 2003). Le LCR

se déplace sous l'influence d’'une force qui résulte d’'un gradient de pression artério-
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veineuse. Ce gradient varie naturellement avec I'age expliquant les variations de flux. Le flux
de LCR peut étre diminué suite a une diminution de sa production, une baisse du flux dans
I’espace sous arachnoidien ou un obstacle a I'’écoulement dans les villosités arachnoidiennes
(Reiber H. and Peter JB., 2001 ; Reiber H. and al., 2003).

En I'absence de pathologie susceptible d’altérer le flux direct du LCR, sa concentration en
protéines est approximativement 200 fois plus faible que celle du plasma. Cette composition
se modifie en permanence lors du trajet du LCR au niveau cérébral et péri-médullaire (Reiber
H and al.,, 2003). La composition du LCR résulte a la fois d’'une sécrétion active par
I’épithélium des plexus choroides et d’une filtration des protéines plasmatiques a travers des
cellules endothéliales des capillaires des plexus choroides. Les protéines d’origine cérébrale
diffusent également du SNC vers le LCR mais la majorité des protéines du LCR comme
I'albumine et les immunoglobulines sont transsudées a partir du sang. Les différences
observées au niveau des concentrations du LCR en albumine et en immunoglobulines
s’expliquent par la différence entre leur poids moléculaires et leurs tailles qui modifient leur
coefficient de diffusion (Reiber H and al., 1994 ; Reiber H and al., 2003 ; Reiber H and al.,
2001).

Os cranien Villosité arachnoidienne

Sinus
veineux
dure mérien

Espace

) <
\ = S Cortex
cérébral

Figure 2 : Résorption du LCR au niveau des villosités arachnoidiennes qui se projettent dans les sinus veineux
dure-mériens (d’aprés D. Hasboun, Enseignement de Neuroanatomie, Université Pierre et Marie Curie).
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2.2. Problématique du dosage des Ig en condition physiologique et pathologique

Le gradient sang/LCR régissant la concentration d’albumine et d’lg au sein du LCR est
influencé par différents parametres physiques (taille des molécules, concentration
sérique/LCR de la molécule d’intérét, permissivité de la BHE) et biologiques (paramétres
médicaux influencant I'état de la BHE et/ou la concentration sérique/LCR de chacun des
composants d’intérét).

La théorie établie par Reiber sur les bases de données expérimentales met en relation le
QlgG (IgG LCR/1gG sérique) et Qalbumine (albumine LCR/albumine sérique). L'index I1gG a été
proposé en 1977 (Tibbling G and al., 1977), il s’agit du rapport entre QlgG et Qalbumine.

Index 1gG = (1gG LCR/IgG sérum) / (Albumine LCR/Albumine Sérum)
Index 1gG = (Quotient I1gG) / (Quotient Albumine)
Index IgG = (QIgG) / (QAlbumine)

QlgG est une estimation de la concentration des IgG dans le LCR en fonction de leur
concentration dans le sérum. Qalbumine est un marqueur de l'intégrité de la barriére. Cette
protéine étant synthétisée exclusivement au niveau hépatique, une augmentation de sa
concentration dans le LCR ne peut qu’étre d’origine sanguine, donc provoquée par une
diminution de l'intégrité de la BHE. QlgG augmente proportionnellement a Qalbumine et,
théoriquement, le rapport entre ces deux quotients reste constant quel que soit le niveau
d’altération de la BHE. Normalement, I'index IgG est de I'ordre de 0,4 — 0,6. Un index IgG >
0,7 évoque une synthése in situ d’lgG plutot qu’un passage a travers la BHE.

Cependant, un index IgG> 0,7 peut étre observé en dehors de toute synthése intrathécale
lorsque la BHE est fortement altérée. En observant la relation entre QlgG et Qalbumine chez
les patients présentant des altérations diverses de la BHE mais chez qui aucune synthese
intrathécale n’avait pu d’étre démontrée, Reiber a constaté que la relation entre ces 2
guotients n’était pas linéaire mais hyperbolique (Fig.3) (Reiber H and al., 1987). La limite a
partir de laquelle une augmentation de I'index 1gG démontre |'existence d’une synthese
intrathécale augmente avec Qalbumine. Elle est de 0,64 pour un Qalbumine de I'ordre de

0,005, de 0,74 pour un Qalbumine élevée de 0,05 et de 0,79 pour un Qalbumine trés élevée
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de 0,1. La méme relation hyperbolique est observée entre QlgA et Qalbumine ainsi que
QlgM et Qalbumine, mais I'allure des courbes est différente en raison de la variation du

coefficient de diffusion entre ces différentes protéines (Fig.3).
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Figure 3 : Evolution du QlgG, QlgA et QlgM de 361 patients en fonction du Qalb au cours de pathologies
entrainant des altérations diverses de la barriére sang/LCR, mais pas de synthése intrathécale (N.Gillain and
al., 2009).

En définitive, le diagramme de Reiber permet de délimiter différentes zones permettant in
fine de faciliter I'interprétation des dosages d’lg obtenus et de définir si ces dosages sont

évoquateurs d’une synthése intrathécale d'immunoglobuline ou non.

Ainsi ce diagramme (Fig 4.) définit différentes zones :
1. Valeur normale
2. Altération de la BHE sans synthése intrathécale
3. Synthése intrathécale sans altération de la BHE
4. Synthese intrathécale et altération de la BHE
5

Zone de valeur physiologiquement impossible
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Figure 4 : Diagramme de Reiber pour les I1gG

Ce nouveau critere permet de classer les index IgG comme :
e normaux (pas de synthése, pas d’altération de la BHE)
e correspondant a une synthése sans altération de la BHE
e correspondant a une altération de la BHE sans synthese

e correspondant une altération de la BHE avec synthése intrathécale

2.3. Intérét de la détection d’'une synthése intrathécale d’lg dans la SEP

Dans le cas de la SEP, seule une synthése intrathécale d’lgG présente un intérét diagnostic
de par la sensibilité de ce test (Sindic C and al., 2001 ; Luxton RW and al., 1990). Mais, la
présence de BOG peut étre observée dans de nombreuses maladies inflammatoires (neuro-
lupus, sarcoidose, maladies de Behcet, syndrome paranéoplasique avec atteinte du SNC)
ainsi que dans des pathologies tumorales (lymphome du SNC, méningite carcinomateuse)
affectant le SNC (Sindic C and al., 2001). Au cours des maladies infectieuses, qu’elles soient
de nature virale, bactérienne, fongique ou parasitaire, I'atteinte du SNC entraine de facon
spécifique une réponse immunitaire in situ visible au travers de BOG (Sindic C and al., 2001 ;

Kuhle J and al., 2007 ; Reiber H, Peter JB. and al., 2001 ; Reiber H, Otto M. and al., 2001).
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Mais, bien que les BOG ne soient pas pathognomoniques de la SEP, associées a des criteres
cliniques et radiologiques de dispersion spatio-temporelle, elles aident a conforter le
diagnostic ou a prédire un risque. En effet, pour les CIS, la présence de BOG lors du premier
évenement augmente le risque de survenue d’un second épisode (Sandberg-Wollheim M.
and al., 1975 ; Moulin D. and al., 1983 : Tintoré M. and al., 2001 ; Tintoré M. and al., 2008).
Les patients sans BOG présentent dans ce contexte un faible risque de développer une SEP
(valeur prédictive négative de 88%) soit un risque comparable aux patients qui ne
remplissent que 3 des 4 criteres de Barkhof (Barkhof F. and al., 1997). La fréquence des BOG
est de 60% dans le cadre des CIS (Kelly S. and al., 2012), contre plus de 90% chez les patients
présentant une SEP cliniquement définie (Deisenhammer F. and al., 2013) et en lien avec la
charge lésionnelle (27% de BOG chez les patients présentant une IRM normale, 64% pour les
patients présentant entre 1 et 9 lésions a I'IRM et 83% pour les patients présentant plus de
10 Iésions a I'IRM)( Kelly S. and al., 2012). Cependant, I'aide a la prise en charge du patient
tout comme les réponses qui pourront lui étre apportées sont considérables. En effet, la
présence de BOG double le risque d’avoir un second épisode dans les 50 mois. Plus
particulierement, la recherche de BOG aide la prise en charge des patients présentant peu
ou pas de lésion a I'IRM car leurs positivités exposent a un risque de développer une SEP de
4 3 23% (Tintoré M. and al., 2008).

Dans RIS également, I'étude du LCR peut aider au diagnostic différentiel de SEP au travers de
la recherche de BOG en association avec I'étude de la cellularité et de I'index d’albumine
entre autre.

Des travaux ont mis en évidence un lien entre BOG et la présence de structure
subarachnoidienne de type folliculaire-like. Ces structures sont retrouvées dans les SEP
évoluées, particulierement les formes SP (Howell OW. and al.,, 2011) et expliquent
I’augmentation du taux de BOG chez les SEP-SP en comparaison aux SEP-RR débutantes
(Lourenco P. and al., 2013).

Pour les SEP-PP, la problématique des BOG est différente. Dans cette forme, I'aggravation
clinique est insidieuse, associée a une faible charge lésionnelle en IRM. L'étude du LRC
apporte une aide considérable au diagnostic méme s'il ne fait plus partie des critéres

diagnostiques depuis 2005 (Polman CH., and al., 2005 ; Polman CH., and al., 2011).
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En conclusion, bien que tous les neurologues n’étudient pas le LCR lors du diagnostic de SEP
et que beaucoup de présentations clinico-radiologiques initiales restent typiques, il est
important de garder a I'esprit qu’il n’existe pas de marqueur spécifique de la maladie. Le
diagnostic reposant sur un faisceau d’arguments et entrainant une prise en charge médicale
a vie, il est nécessaire de collecter le plus d’arguments possibles. L’étude du LCR reste donc
une aide non négligeable a la confirmation ou non du diagnostic (Hutchinson M., 2013). Les
BOG sont actuellement mises en évidence chez 90-95% des patients porteurs d’une SEP
cliniguement définie (Imrell K and al.,, 2006 ; Mero IL and al., 2013), leur absence doit
conduire a une remise en cause du diagnostic.

Par ailleurs, une enquéte auprés de spécialistes de la SEP a permis de mettre en évidence
que 95% d’entre eux comptaient au moins 1 patient non porteur de SEP et diagnostiqué a
tort durant I'année écoulée incitant a la prudence lors de lI'interprétation des IRM. En effet,
les diagnostics différentiels comprenaient des anomalies aspécifiques de la substance

blanche, des maladies des petits vaisseaux ainsi que des migraines (Solomon AJ., 2012).

2.4. Spécificité antigénique de cette production d’Ig

De nombreux travaux ont été conduits sur la spécificité de ces IgG intrathécales. Certaines
sont dirigées contre la rougeole, la rubéole et le virus varicelle zona (séroconversion partielle
ou total chez environ 89 % des patients porteurs d’une SEP), mais une réactivité contre
d’autres agents pathogénes est également possible comme Borrelia burgdorferi (Bednarova
J and al.,, 2005), Chlamydia pneumoniae (Meinl E and al., 2006) et HHV-6 (Human
herpesvirus 6) (Meinl E and al., 2006).

Plus classiquement, il a été mis en évidence une spécificité antigénique contre des protéines
majeures de la myéline (Owens G.P. and al., 2009) ou des composants non myéliniques
(Ousman S.S. and al., 2007; Silber E. and al., 2002; Bartos A. and al., 2007). Cependant les
antigenes reconnus par les IgG restent globalement inconnus.

En parallele, la persistance au long cours de BOG et les réponses anticorps polyspécifiques
indiguent que le SNC des patients porteurs d’'une SEP fournit aux LB un environnement

stimulant.
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2.5. Problématique des bandes oligoclonales IgG dans la SEP

Classiquement, le profil IgG présent dans le LCR est polyclonale. Lorsque le sang du patient
contient une ou plusieurs IgG monoclonales (tracé oligoclonal dans le sérum), ces composés
monoclonaux diffusent dans le LCR et la bande monoclonale observée dans le LCR est alors
sans lien avec une éventuelle synthése intrathécale : les bandes oligoclonales présentes au
niveau du LCR ont le méme aspect que les bandes du sérum, on parle alors de profil en
miroir (Andersson M and al., 1994).

Dans certaines maladies inflammatoires du SNC, comme la SEP, il a pu étre mis en évidence
différents clones lymphocytaires B en constante mutation, capables de proliférer et de
synthétiser des immunoglobulines (Frohman EM. And al., 2006 ; Mehling M and al., 2008).
Ces clones sont responsables de I'aspect oligoclonal du LCR puisque ces lymphocytes ne sont
pas présents en périphérie.

La mise en évidence de ces BOG doit répondre a des critéres analytiques définis par un
consensus : analyse qualitative des profils IgG utilisant un LCR et un sérum prélevé au méme
moment et amené a la méme concentration pour la protéine d’intérét (IgG), LCR non
concentré, LCR et sérum déposés cOte a cOte pour comparaison aisée des profils IgG,
guantité déposée d’lgG sang et d’lgG LCR identique, volume de LCR et de sérum déposé
identique, séparation des immunoglobulines par électrofocalisation, mise en évidence des
IgG par des techniques immuno-enzymatiques (Andersson M and al., 1994 ; Freedman M
and al., 2005).

La technique d’isoéléctrofocalisation consiste en une séparation des protéines en fonction
de leur charge et de leur point isoélectrique. Le gradient de pH est créé par des ampholytes.
Au point isoélectrique, la charge globale des molécules est nulle. Elles s'immobilisent alors
dans le gel en bandes plus ou moins fines. La révélation des IgG se fait dans un second temps
par immunodétection.

Les IgG varient trés peu en structure, elles sont donc difficiles a séparer en fonction de leur
poids. Par contre, leur spécificité antigénique entraine des compositions en acides aminées
sensiblement différentes. Or, ces acides aminés présentent tous une charge, leur somme
attribuant une charge globale spécifique a chaque IgG découlant de cette spécificité

antigénique. Les IgG migrent alors en fonction de cette charge globale au sein d’un gel

31



d’ampholyte réparti de fagcon a composer un gradient de pH permettant une migration des

IgG jusqu’a leur point d’équilibre (pHi).

L'interprétation des tracés est bien codifiée (Sindic C and al., 2001 ; Kuhle J and al., 2007 ;
Andersson M and al., 1994 ; Freedman M and al., 2005). La présence d’un profil oligoclonal
est affirmée sur base de la présence de bandes oligoclonales dans le LCR et de leurs
absences dans le sérum ou sur la présence d’'un nombre plus élevé de bandes oligoclonales
dans le LCR que dans le sérum. L’absence de bande oligoclonale est affirmée sur I'absence
de bande oligoclonale dans le LCR, sur un nombre équivalent de bande oligoclonale dans le
LCR et le sérum (bande miroir), un cas particulier étant la présence d’un composé
monoclonal qui donne une image assez caractéristique en barreaux d’échelle (Fig. 5). En
effet, un composé monoclonal se présente sous la forme d’au moins 4 bandes oligoclonales
plus épaisses que les bandes oligoclonales habituelles et tres proche les unes des autres. Cet
aspect s’explique vraisemblablement par des modifications post-traductionnelles de la

structure glycosylée de ce composé monoclonal (Mehling M and al., 2008).
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Figure 5: Gel d’électrofocalisation (LCR en premiére position); 1/1’: négative, bandes en miroir; 2/2":
positive, plus de bandes dans le LCR que dans le sérum, 4/4’ : positive, bandes uniquement dans le LCR ; 6/6 :
négative ; 7/7’ : composé monoclonal.

La présence d’une seule bande oligoclonale spécifique au LCR est considérée comme négatif.

Néanmoins, les patients qui présentent cette anomalie doivent faire I'objet d’une
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surveillance particuliere. En effet, chez certains de ces patients, on observera plusieurs
bandes oligoclonales lors d’une ponction ultérieure et généralement le diagnostic de SEP ou
d’une autre maladie démyélinisante sera établi. Un tel diagnostic ne sera jamais établi chez
les patients pour lesquels cette bande unique disparait ou persiste seule. En revanche, une
bande oligoclonale isolée peut étre associée aux lymphomes cérébraux (Davies G and al.,

2003 ; Franciotta D and al., 2004).

2.6. Analyse du LCR dans la SEP

Le LCR présente peu d’anomalies dans la SEP (Andersson M and al., 1994 ; Freedman M and
al., 2005). Classiguement, les patients porteurs d’une SEP présentent un liquide « eau de
roche » avec une protéinorachie normale (dans 75% des cas, dans tout les cas, strictement
inférieur a 1g/l) et moins de 25 éléments/mm? (rarement supérieur (<1%), classiquement
inférieur a 4 éléments, mais toujours inférieur a 50 éléments/mm?). Les cellules retrouvées
sont de type mononucléé avec plus de 80% de LT (prédominance LT CD4+ activés). En
revanche, la présence de bandes oligoclonales de type IgG est observée chez plus de 95 %
des patients (Sindic c and al., 2001). Ces bandes oligoclonales spécifiques restent présentes
dans le LCR tout au long de la maladie (Link H and al., 2006).

Chez les 5 % de patients sans bande oligoclonale, on peut observer des bandes de types IgA,
IgM ou Kappa ou lambda (Sindic ¢ and al., 2001 ; Sindic CJM and al., 1991). La signification de
ces bandes n’est pas établie. En revanche, chez un patient qui présente des bandes IgM, la
mise en évidence de bandes de types IgM serait de mauvais pronostic (Villar LM and al.,
2003 ; Mandriolo J and al., 2008). Des études ne confirment pas ses observations (Schneider
R and al., 2007). Nous reviendrons sur ce point.

Mais tout d’abord nous allons faire le point sur les lymphocytes B (LB) afin de préciser leurs

roles dans la réponse immunitaire.
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3. LYMPHOCYTES B ET SEP

3.1. Rappel sur les immunoglobulines

Les récepteurs lymphocytaires d’antigene, sous la forme d’immunoglobuline de surface pour
les LB, permettent a ces derniers de réagir a la présence d’antigenes dans leur
environnement. Chaque lymphocyte produit des récepteurs avec une spécificité antigénique
unique, déterminée par la structure de son site de liaison a I'antigene. Chaque individu
possede des milliards de lymphocytes, I'ensemble des ces cellules le rend capable de réagir a
de nombreux antigenes différents. Le vaste répertoire de récepteurs d’antigéne s’explique
par la variation de la séquence en acides aminés dans le site de liaison de I'antigéne
constituant les régions variables (V) des chaines protéiques du récepteur. Pour chaque
chaine, la région (V) est liée a une partie constante (C) invariable qui assure les fonctions
effectrices ou de signalisation (Fig. 6).

Les immunoglobulines peuvent étre synthétisées sous la forme de récepteurs

transmembranaires (récepteur des LB ou BCR) ou d’anticorps sécrétés.
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Figure 6 : Structure d’'une molécule d’anticorps. Schéma de gauche illustre en rouge les régions
variables sujettes a des évolutions génétiques au long de la « maturation » du LB en paralléle de la
commutation de classe qui intéresse les régions constantes de la chaine lourde. Le schéma de
droite représente les chaines lourdes (vert) et Iégeres (jaune) (d’aprées Janeway and al., 2009).
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3.2. Rappel immunologique sur les lymphocytes B

Il existe deux populations principales de lymphocytes : les lymphocytes B (LB) et les
lymphocytes T (LT), chacun chargé de rdoles immunitaires différents et porteurs de types
distincts de récepteurs d’antigénes (BCR ou TCR : B or T Cell Receptor) (FIG). Apreés la liaison
d’un antigéne au récepteur présent la surface des LB (BCR), les LB proliferent et se
différencient en plasmocytes plus ou moins indépendamment des LT.

Les plasmocytes constituent la forme effectrice du LB ; ils produisent chacun des anticorps
présentant une spécificité antigénique identique, forme sécrétée du BCR. Ainsi, I'antigéne
qui active un LB devient la cible des anticorps produits par la descendance de ces cellules.
Les molécules d’anticorps sont aussi appelées immunoglobulines, d’ou les dénominations
d’immunoglobuline membranaire ou d’immunoglobuline de surface parfois utilisées pour
désigner les récepteurs antigéniques des LB.

Au cours d’une réponse immunitaire, certains LB activés par I'antigene se différencient en
cellules mémoire avec 'aide des LT CD4+ généralement. Ces cellules sont responsables de
'immunité de longue durée qui se développe aprés une infection ou une vaccination. Les
cellules mémoire se différencieront facilement en cellules effectrices lors d’une seconde

rencontre avec I'antigene spécifique.

3.3. Rodle des immunoglobulines

Les immunoglobulines contribuent a I'immunité de trois manieres principales. La premiere
est appelée neutralisation. Pour pénétrer dans les cellules, les virus et les bactéries
intracellulaires se lient a des molécules spécifiques présentes a la surface de la cellule cible.
Les anticorps qui s’attachent aux pathogenes peuvent empécher cette liaison ; on dit alors
gu’il neutralise lI'agent pathogene. La neutralisation par les anticorps est aussi tres
importante pour empécher I'entrée des toxines bactériennes dans la cellule.

Les anticorps ont également un réle protecteur contre les agents pathogenes qui se
multiplient a I'extérieur des cellules en favorisant leur capture par les phagocytes. Recouvrir

la surface d’'un pathogene pour en faciliter la phagocytose est appelée opsonisation. Les
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anticorps attachés aux pathogénes sont reconnus par des cellules phagocytes au moyen de
récepteurs dits de Fc qui se lient a la région constante des anticorps (région C).

Enfin, les anticorps liés a la surface du pathogéne peuvent également activer le systeme du
complément. L'activation du complément est déclenchée par la fixation de certains de ses
composants a la surface du pathogéne opsonisé. Certains composants du complément
attirent les cellules phagocytaires sur le site de I'affection. La phase terminale de I’activation
du complément permet quand a elle, la lyse du pathogéne en formant des pores dans leur

membrane. (Fig. 7)
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Figure 7 : Résumé des 3 mécanismes d’action des immunoglobulines dans le processus de défense de I’h6te
(d’apres Janeway and al., 2009).
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Le type de mécanismes effecteurs utile a une réponse particuliére est défini par la classe d’lg
produites (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD). Les différentes chaines lourdes qui définissaient la classe
ou isotype sont désignées par les lettres grecques minuscules y, 6, vy, €, et a. Les régions C
des chaines lourdes définissent les classes d’'immunoglobulines. Elles forment un ensemble
situé en 3’ des segments géniques V et J. Un exon de régions V réarrangée de maniére
productive est d’abord exprimé en association avec les régions Cyu et & qui sont co-
exprimées dans les cellules B naives par épissage alternatif d’un transcrit d’ARN messager
qui contient les exons Cyu et 6. De plus, les cellules peuvent exprimer toutes classes
d’immunoglobulines comme récepteurs d’antigenes membranaires ou anticorps sécrétés.
Ceci est réalisé par un épissage différentiel de ’ARN messager afin d’inclure les exons qui
codent soit une séquence d’ancrages membranaires hydrophobes ou une queue permettant
la sécrétion. L'anticorps que le LB sécréete lors de son activation reconnait ainsi I’antigene qui
a activé au départ le LB par son BCR. Le méme exon de régions V peut ensuite étre associé a
'un des autres isotypes pour diriger la production d’immunoglobulines des différentes
classes.

Bien que toutes les immunoglobulines soient construites a partir d’'une unité de base de
deux chaines lourdes et de deux chaines légeres, les IgM peuvent former des polyméres de
ces sous unité de base (Fig. 8). Les régions C des IgM possedent une queue de 18 acides
aminés qui contient un résidu cystéine essentiel pour la polymérisation. Une chaine
polypeptidique additionnelle de 15 kDa appelés chaine J favorise la polymérisation en liant
les cystéines de la queue, qui ne se trouve que dans les formes sécrétées des chaines . Les
molécules d’IgM du plasma sont des pentameres, occasionnellement des hexameéres (sans

chaine J).

37



Figure 8 : IgM pentamérique (d’apres Janeway and al., 2009).

La polymérisation des molécules d'immunoglobuline est importante pour la liaison de
I'anticorps aux épitopes répétitifs (comme a la surface des agents pathogénes). Une
molécule d’anticorps a au moins deux sites de liaison identiques et chacun a une affinité
donnée, ou une force de liaison, pour un anticorps. Si I'anticorps se lie a des épitopes
identiques multiples sur un antigéne cible, il ne se détachera que lorsque toutes les liaisons
seront rompues. La vitesse de dissociation de tout I'anticorps sera donc beaucoup plus lente
qgue celle d’un seul site de liaison ; des sites multiples de liaison donnent ainsi a I'anticorps
une force de liaison totale plus grande, appelée avidité. Cette considération est
particulierement pertinente pour les IgM pentamériques, qui possedent 10 sites de liaison.
Les IgM reconnaissent souvent des épitopes répétitifs comme ceux des polysaccharides des
parois bactériennes, mais les sites de liaison ont souvent une faible affinité car ces IgM
interviennent au début de la réponse immune avant I’hypermutation somatique et la
maturation d’affinité. La liaison par de multiples sites permet donc de compenser cette

faiblesse et d’améliorer considérablement la force de liaison globale.
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Expression de I'lgM

Protéine IgM

Figure 9 : Expression des IgM : Dans les LB matures, la transcription debute au promoteur V,, et s’étend au
travers des exons Cl. Ce long transcrit primaire est ensuite apprété par clivage, polyadénylation (AAA), puis
épissage. Le clivage et la polyadénylation au site p (pAl) et I'épissage entre exons Cu produit un ARNm
codant la chaine lourde (d’aprées Janeway and al., 2009).

Les premiers anticorps produits au cours d’une réponse immunitaire humorale sont de
nature IgM, car cette classe peut étre produite sans commutation de classe (Fig. 9). Les IgM
sont produites avant que les LB aient subi d’hypermutation somatique, et n’ont par
conséquent qu’une faible affinité pour I'antigene. Par la suite, I’hypermutation somatique, la
conversion génique et la commutation de classe modifient la séquence de I'lg de maniere
distincte (Fig. 10). La recombinaison de commutation de classe ne concerne que la région C;
elle remplace la région C originale de la chaine lourde Cu par une autre région C, ce qui
augmente la diversité fonctionnelle du répertoire de I'lg. L’hypermutation somatique et la
conversion génique affectent les régions V. L’hypermutation somatique diversifie le
répertoire de I'lg par I'introduction de mutation ponctuelle dans les régions V des 2 chaines,
ce qui modifie I'affinité de I'lg pour I'antigéne. La conversion génique diversifie le répertoire
primaire des anticorps en remplacant des blocs de séquence dans la région V par des

séquences dérivées de régions V de pseudogénes.
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Figure 10 : Diversification du répertoire primaire d’lg via 3 processus modifiant le gene d’lg.
(d’apres Janeway and al., 2009).

3.4. Sous-type particulier de LB

Un sous-type lymphocytaire appelé LB CD5+ ou B de type 1 (LB-1) présente une diversité
restreinte de récepteurs d’antigénes. Ces LB se distinguent par la présence de la protéine CD
5 (Cluster de différentiation) a leur surface et représentent 5% des LB chez I'homme.

Ces LB-1 apparaissent tot au cours de I'embryogenese et utilisent un nombre limité de
récepteurs. Elles sont appelés LB-1 parce que leur développement précéde celui des LB
classiques, appelés LB-2 (Fig.11). Ces LB répondent a un certain nombre d’antigénes
microbiens ubiquistes et peuvent parfois produire des auto-anticorps. Le CD5 a pour réle
d’atténuer les signaux d’activation induits par le BCR. Les LB-1 sont absents des ganglions et

constituent 5% des LB présents au niveau de la rate. lls sont importants dans I'immunité
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mucosale et prédominent dans des environnements particuliers, comme la cavité

péritonéale et pleurale ou le LCR (Mix E and al., 1990 ; Bongioanni P and al, 1996).

Production initiale Foetus Aprés la naissance
Regions N Baii
gans les jonctions VDJ i
Repertoire de régions V Restreint Diversifié

b 2 Cavités du corps Organes
JaNsation primaire (péritonéales, pleurales)| | |lymphoides secondaires
Mode de renouvellement Autorenouvellement Remplacement a partir

de la moelle osseuse
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Isotypes secrétés IgM >> IgG IgG > IgM
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Hypermutation somatique Faible ou nulle Importante
Développement de la mémoire Faible ou nulle Oui

Figure 11: Comparaison des propriétés des LB-1 et des LB-2
(d’apres Janeway and al., 2009).

Les LB-1 n’interviennent pas dans le cadre d’une réponse immune adaptative spécifique
d’antigene étant donné qu’ils sont capables de produire des Ig sans 'aide des LT (Fig. 12).
Bien que ces réponses puissent étre amplifiées par les LT, elles apparaissent trop
précocement pour que les LT soient impliqués.

Ce manque d’interaction avec les LT CD4 peut expliquer I'absence de mémoire
immunologique : les expositions répétées aux mémes antigenes activent des réponses
similaires voir diminuées a chaque exposition. Donc, ces réponses, bien que générées par
des lymphocytes suite a des réarrangements de leurs récepteurs, ressemblent a des

réponses immunitaires innées plutdt qu’a des réponses immunitaires adaptatives.

41



Figure 12 : Les LB-1 CD5+ jouent un role important dans la réponse a des antigénes glucidiques comme les
polysaccharides bactériens. A- Le LB-1 se lie aux polysaccharides bactériens ou aux composants de la paroi
cellulaire et regoit un signal (IL-5) a partir de cellules auxiliaires. B- Le LB-1 sécréte des IgM anti-
polysaccharides. C- L'IgM se lie a la capsule polysaccharidique (d’apres Janeway and al., 2009).

L’origine de ces LB-1 est encore controversée. On ne sait pas encore s’ils sont développés
sous forme d’une lignée distincte a partir de précurseurs unigques ou acquierent leur
phénotype a partir d’'un précurseur, qui pourrait également donner naissance aux LB-2.
Chez la souris, le foie foetal produit principalement des LB-1, alors que la moelle osseuse
adulte géneére principalement des LB-2, ce qui a été interprété comme un argument faveur
du caractére unique des précurseurs. Toutefois, d’autres arguments favorisent l'idée que
I'orientation B-1 ou B-2 est due a un processus de sélection, plutdt qu’a une différence de
lignée.

La localisation particuliere des LB-1 suggere un role dans la défense des cavités corporelles.
Le répertoire limité de leurs récepteurs semble les destiner a une fonction au cours de la
phase précoce et non adaptative de la réponse immunitaire. En effet, les segments géniques
V qui sont utilisés pour coder les récepteurs de LB-1 pourraient avoir évolué par sélection
naturelle afin que ces lymphocytes reconnaissent des antigénes bactériens communs, leur
permettant ainsi de contribuer aux phases trés précoces de la réponse immunitaire
adaptative. En particulier, on constate que ces lymphocytes contribuent peu a la réponse
immunitaire adaptative contre la plupart des antigénes protéiques, et contribuent fortement
a certaines réponses humorales contre des antigenes glucidiques. L'existence de ces Ig
naturelles réagissant fréquemment de maniere croisée et présentant une affinité
relativement faible pour les antigenes microbiens et des auto-antigénes supporte I'idée que
les LB-1 sont partiellement activés parce qu’ils sont destinés a s’auto-renouveler au contact

d’auto-antigénes ubiquitaires et d’antigenes de I'environnement.
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3.5. Role des LB dans la SEP

La production d’lg par les LB joue un rdle particulierement important dans la réponse
immunitaire effectrice au sein d’un environnement inflammatoire comme dans la SEP.
Récemment, un sous type de LB producteur d’IL-10 a été mis en évidence chez I’homme. En
fonction du modele d’EAE (encéphalite aigue expérimentale) utilisé, les LB potentialisent ou

modulent I'inflammation au sein du SNC (Fig. 13).
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Figure 13 : Effet pro-inflammatoire et régulateur des LB. Les LB peuvent devenir des plasmocytes, grands
producteurs d'lg, étre activés aprés présentation antigénique par les LT, et sécréter des cytokines pro-
inflammatoires qui auront pour role d'activer les LT et les macrophages. En paralléle, les LB peuvent
également sécréter des cytokines a action anti-inflammatoires qui auront pour réle de bloquer I'activation
des LT et des macrophages (Krumbholz M. and al., 2012).

L'implication des LB dans la SEP est évidente. D’un part, le role délétere des LB a été mis en
évidence dans cette pathologie a différents niveaux au sein du SNC. La présence de LB
résidant dans les espaces périvasculaires et dans le parenchyme a été constatée dans des
plagues actives de SEP (Meinl E and al., 2006). Les études moléculaires révelent que les LB
persistent a ce niveau et se répandent également au sein du SNC et du LCR (Lovato L and al.,
2011 ; Obermeier B and al., 2011). Des agrégats de LB ont été mis en évidence au niveau des
méninges de patients présentant une SEP secondaire progressive ainsi que chez des
patients porteurs de SEP récemment diagnostiquée (Serefini B and al.,2004 ; Lucchinetti CF
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and al.,, 2011). Llinflammation des méninges associée a I'atteinte corticale implique
également des LB (Lucchinetti CF and al., 2011 ; Howell OW and al., 2011).

De plus, le LCR contient une chimiokine attractive pour les LB (CXCL13) dont la production
est en lien avec lI'inflammation au sein du SNC, la production locale 1gG, le nombre de LB
ainsi que dans le développement et la maintenance des organes lymphoides, preuve
indirecte du role joué par le SNC dans le recrutement des LB chez les patients SEP (Charo IF
and al., 2006 ; Krumbholz M and al., 2006 ; Kowarik M and al., 2012).

En paralléle, les astrocytes produisent un facteur de survie des LB (BAFF : B cell activating
factor of the TNF family) (Krumbholz M and al., J Exp Med. 2005).

Enfin, les lésions actives mesurées en |.R.M. sont corrélées avec le nombre de plasmoblastes

et de LB présents dans le LCR (Cepok S and al., 2005 ; Kuenz B and al., 2008).

De facon plus générale, des anomalies de la réponse cytokinique des LB ont été rapportées

chez des patients porteurs de SEP (Duddy M. and al., 2007).

Par ailleurs, la délétion en LB est une thérapeutique intéressante dans la SEP (rituximab,
ocrelizumab =antiCD20). Ces thérapeutiques, en agissant spécifiquement sur la population
LB, entrainent une réduction du nombre de poussées ainsi que de I'apparition de nouvelles
|ésions prenant le contraste (Hauser SL and al., 2008 ; Kappos L and al., 2011 ; Frohman EM
and al.,, 2006). Il en va de méme pour les échanges plasmatiques dont |'efficacité en
pratique clinique est reconnue. De plus, beaucoup de traitements immunomodulateurs
utilisés dans la SEP affectent le compartiment lymphocytaire. Enfin, I'identification et la
validation de nouveaux auto-anticorps dans la SEP est un axe de recherche important avec
en particulier la découverte récente des anticorps anti-canaux potassiques KIR4.1.

Des études récentes ont, en effet, pu mettre en évidence que 47 % des patients SEP
présentent une réactivité antigénique aux récepteurs KIR4.1 contre aucun témoin sain.
L'injection de ces anticorps anti-KIR4.1 issus des patients porteurs d’'une SEP, dans le
cerveau de souris entraine des dommages structuraux sur les cellules gliales. Ce canal
potassique est une protéine présente a la surface des oligodendrocytes et des astrocytes.

Les IgG anti-KIR4.1 sont ici des isotypes permettant 'activation du complément (IgG1 et
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I1gG3) a I'inverse d’autres isotypes non capables de cette activation (1gG2 et 1gG4) (Rajneesh

Srivastava and al., 2012).

4. RESUME DE L'IMPLICATION DES LB DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE LA SEP

Les BOG constituent I"'anomalie principale mise en évidence au niveau du LCR de patients
SEP et sont dépendantes de la lignée lymphocytaire B. Ces bandes sont présentes chez
environ 90 % des SEP cliniquement définies. Chez les patients présentant un CIS, la présence
de BOG indique un haut risque d’évoluer vers une SEP cliniquement définie (Tintore M and

al., 2001).

La stabilité au long cours du profil IgG au niveau du LCR est remarquable et ce, méme dans
un contexte de thérapie agressive olu seuls quelques changements mineurs ont pu étre
observés jusqu’a récemment (Correale J and Molinas MMB. 2002). En effet, une étude
conduite chez des patients traités par natalizumab (10 perfusions) a mis en évidence une
disparition des bandes oligoclonales chez 4 des 6 patients. L'influence de ce parameétre sur

I’évolution de la SEP ou le risque de LEMP reste a étudier (Felipe von Glehn and al., 2012).

Ainsi, un faisceau d’arguments est en faveur d'une implication des LB dans Ia
physiopathologie de la SEP :
e La stabilité au cours du profil oligoclonal, en dépit des thérapeutiques agressives,
ainsi que la persistance des mémes clones de LB et de plasmocytes.
e La production intrathécale d’lgG dirigée contre de multiples pathogénes qui ne sont
pas censés étre impliqués dans la pathogénie de la SEP, indique une niche au sein du
SNC permettant la persistance de certains clones de cellule de la ligné B productrice
d’immunoglobuline.
e La persistance, I'extension et la pénétration de LB dans le LCR et au sein du SNC.
e Les LB mémoires et les plasmoblastes sont les principales cellules de la lignée B
présentes dans le LCR de patient SEP; leur nombre est corrélé a la maladie.

e La présence de follicule B-like au niveau de la méninge de certains patients.
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e La production de facteur de survie des LB (BAFF) et de facteur chimio-attractant

(CXCL13) par les cellules résidentes du SNC.

Dans ce contexte, ou le réle des LB dans la SEP ne peut étre nié, et devant la stabilité du
profil 1gG, les travaux conduits actuellement par I'équipe de Villar principalement sur
I'intérét des IgM dans la SEP suscitent un intérét certain. En effet, 95% des patients
présentent des BOG et environ 40% des bandes oligoclonales de type IgM (BOM) (Villar L.M.
and al., 2002a) et cette présence de BOM serait en lien avec I’évolution clinique de la SEP
(Villar L.M. and al., 2003 ; Perini P. and al., 2006 ; Jongen P.J. and al., 2007 ; Mandrioli J. and
al., 2008).

Si le profil IgM est aussi stable que le profil IgG et qu’il présente un intérét pronostique, il
serait pertinent de maitriser les techniques permettant de le mettre en évidence afin

d’orienter la décision thérapeutique dés les premiéres années du diagnostic.

La recherche de facteur pronostique de la pathologie n’est pas récente. Depuis de
nombreuses années, des facteurs pronostiques de la progression du handicap sont
recherchés. Mais les quelques marqueurs potentiels d’évolution comme I'dge de début
avancé, le sexe masculin, les symptomes pyramidaux ou cérébelleux a la premiére poussée
(Runmarker B and al., 1993 ; Trojano M and al., 2002) ne sont pas applicables a des cas
particuliers. De plus, le terme de formes bénignes de SEP (EDSS<3 aprés 10 ans d’évolution)
n’est parfois applicable de facon intra-individuelle qu’un temps donné de la pathologie et ne

présage en rien de I'évolution au long cours de la SEP.

Nous allons donc dans un premier temps exposer les données actuelles de la littérature
concernant l'index et le profil IgM intrathécale chez les patients SEP puis nous exposerons
les enjeux d’une telle découverte. Enfin nous présenterons les premiers résultats,
constituant la mise au point technique autour de la détection des IgM dans le LCR. En effet,
des problémes méthodologiques en rapport avec la détection des BOM mais également de
I'interprétation des résultats restent a surmonter (Sharief MK and Thompson EJ. 1991 ; Villar

LM and al., 2005 ; Stauch C and al., 2011).
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5. IgM ET SEP

5.1. Premiers travaux mettant en évidence I'implication des IgM dans la SEP

L'implication des IgM dans les Iésions de SEP est connue depuis plusieurs années avec un
role pathologique mis en évidence en 1981 par l'observation de lésions démyélinisantes
aprés injection d’IgM au sein du SNC chez I'animal (Lassmann H. and al., 1981). Depuis,
I’étude anatomopathologique de tissus de patients atteints de SEP a permis de mettre en
évidence la colocalisation d’IgM et de fragments de compléments activés aux limites de
|ésions démyélinisantes de SEP. Au niveau du LCR, une corrélation a pu étre faite entre le
taux d’lgM, la concentration de C3;, de MBP (myelin basic protein) et l'index de
démyélinisation (Frequin STFM and al., 1992 ; Gay FW and al., 1997 ; Genain CP. and al,,
1999). Le mécanisme de la phagocytose, médié par les Ig et le complément, est présent dans
le processus démyélinisant des les premiers stades de la pathologie (Breij EC. and al., 2008).
En parallele, la maturation de LB au sein de structures lymphoides-like localisées au niveau
des méninges de patients porteurs d'une SEP (Corcione A. and al., 2004 ;Magliozzi R. and al.,

2007) a été mis en évidence.

A linverse, il a été mis en évidence l'existence de récepteurs capables de fixer
spécifiquement la partie Fc des IgM (Fca/uR) sur les oligodendrocytes et leurs précurseurs
ainsi que sur la myéline attestant d’un lien entre ces différentes entités. Ces récepteurs ne

sont pas présents sur les astrocytes (Nakahara J and al., 2002).

C’est a partir de 2002 que I'on trouve dans la littérature les premiéres données sur la valeur
pronostique des IgM chez les patients SEP. Ces travaux conduits par I'équipe de Villar (2002)
ont recherché des profils IgM (ou bandes oligoclonales IgM : BOM) dans le LCR chez les
patients atteints de différentes pathologies neurologiques :
i. Infections du systéme nerveux central (SNC),
ii. SEP,
iii. Affections inflammatoires neurologiques autres (Guillain-barré (GB),

vascularite, myélite, Behcet, sarcoidose),
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iv. Affections neurologiques autres (pathologies neurodégénératives,
syndromes paranéoplasiques, épilepsie, polyneuropathies et accidents

vasculaires cérébraux (AVC)).

Des BOM ont été mis en évidence chez 71,4% des patients porteurs d’infections du SNC ainsi
que chez 46,2% des patients porteurs de SEP.

Au sein des 46,2% de patients SEP avec BOM, on retrouve 32,4% de patients avec une SEP-
RR (43,8% dés la 1¥"® poussée), 87,5% de SEP-SP et 71,4% de SEP-PP.

La méme étude, menée sur un groupe de 29 patients SEP évoluant depuis plus de 2 ans, a
retrouvé des BOM chez 87,5% de forme SP (7/8), 60% de forme PP (3/5) et 18,8% de forme
RR (3/16) avec une différence significative entre le groupe de SEP-RR et celui de SEP-SP. Il n’y
a pas de corrélation entre la présence de BOM et le sexe, I'dge, I’dge de début de la maladie,
le nombre de poussées antérieures, I'index 1gG et le nombre de cellules dans le LCR. Une
association est par contre mise en évidence avec le taux d’albumine bien que beaucoup
aient un taux d’albumine dans les normes (p=0,04), 'EDSS (plus élevé chez les patients
BOM+) (p=0,017) et le type de SEP (plus fréquemment de type SP) (p=0,013).

Le faible pourcentage de patient BOM+ au premier épisode démyélinisant ne semble pas
étre corrélé a l'intensité de la poussée (Villar LM. And al., 2002a). Dans ce sens, on peut se
poser la question d’un risque d’évolutivité vers une forme SP (plus sévere qu’une forme RR)
plus important chez les patients BOM+ plutot que d’un lien direct et éphémere imputable a

I’évenement démyélinisant en cours.

Les travaux de Villar portant sur 22 patients dont 10 BOM+ démontrent que ces derniers
présentent une évolution plus péjorative. En effet, les patients BOM+ présentent un risque
plus élevé de convertir leur CIS en SEP cliniquement définie (90% de conversion aprés 8 mois
de suivi contre 51% apres les 36 mois de suivi pour les patients BOM-) (p=0,0001). De plus,
au terme de la période de suivi, les patients BOM+ ont présenté un risque de poussées et un
score EDSS plus élevé (respectivement : 2 contre 0,58 (p=0,02) et 1.7 contre 0,79 (p=0,02))
(Villar LM and al., 2002b).

Un second travail conduit sur 29 patients SEP avec un recul de 5 a 16 ans aprés le premier

évenement démyélinisant montre que 70,8% des patients BOM+ évoluent vers une SEP-SP
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contre aucun patient BOM-. De plus, 63,6% des patients BOM+ atteignent I'EDSS 6, alors
gu’aucun patient BOM- n’a atteint 'EDSS 3. A la fin de I'étude, les patients BOM+ ont un
EDSS moyen de 4,64, contre 1,31 pour les patients BOM-. Dans 82% des cas, les patients
porteurs d’une SEP bénigne (EDSS < 3 pendant les 10 premiéres années de la pathologie)
n‘ont pas de BOM. A l'inverse, les patients ne remplissant pas les criteres de SEP bénigne

présentent tous des BOM (Villar LM and al., 2003) (Fig. 14)
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Figure 14 : Lien entre BOM et évolution de la SEP A- Effet de la présence de BOM ou non sur la conversion
SEP-RR/SEP-SP. B- Effets de la présence de BOM ou non sur I'EDSS. C- Effets de la présence de BOM ou non sur
la forme de SEP (bénigne ou non). D’aprés Villar LM and al., 2003

Il semble donc y avoir une corrélation entre la présence de BOM et une évolution péjorative.
De plus, des travaux ont permis de mettre en évidence la stabilité des BOM dans le temps,
tout comme les IgG permettant de confirmer qu’il s’agit bien d’un mécanisme stable dans le
temps (deuxieme ponction lombaire réalisée avec plus d’'un an d’écart) (Walsh and al.,

1986 ; Villar LM and al., 2003).

5.2. Les IgM anti-lipides

Des travaux plus spécifiques sur les IgM mises en évidence dans la SEP ont permis de
constater que certaines étaient dirigées contre des composants lipidiques comme les
gangliosides (Sadatipour BT and al., 1998) ou les sulfatides (Mata S and al., 1999).

L'effet délétére des IgM dirigées contre des composants lipidiques dans le processus de
démyélinisation/remyélinisation a été objectivé via des travaux utilisant des cellules

hybrides (O1) produisant des IgM anti-galactocérébroside implantées au niveau de la moelle
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épiniére chez des rats. Ces IgM sont responsables chez I'animal de lésions démyélinisantes
suivies d’une remyélinisation sans implication évidente des LT (Rosenbluth and al., 1999).

Leur toxicité est dépendante de I'antigéne reconnu. En effet, les galactocérébrosides sont
des lipides entrant dans la composition de la myéline mais également des oligodendrocytes
matures, par contre les précurseurs cellulaires des oligodendrocytes n’en contiennent pas,
permettant une remyélinisation. A I'opposé, l'utilisation d’lgG3 anti-galactocérébrosides
n’entraine pas de démyélinisation (Rosenbluth and al., 1994). Par contre, les IgM anti-
sulfatides entrainent une démyélinisation sans remyélinisation secondaire sauf en cas de
dégénérescence des cellules hybrides (Rosenbluth and al, 2003) car les sulfatides entrent
dans la composition de la myéline et des oligodendrocytes mais également dans celle des

précurseurs oligodendrogliales.

Quarante-quatre pourcents des patients SEP présentent des IgM réactifs contre la myéline
et les oligodendrocytes, particulierement chez les patients porteurs d’'une SEP-SP. Une
recherche plus spécifique d’IgM anti-gangliosides a permis de mettre en évidence 30% d’IgM
anti-GD2-like et 10% d’IgM anti- GD1a et/ou GD3. Plus de 85% des patients SEP avec des IgM
anti-GD2-like présentent une réactivité envers la myéline et les oligodendrocytes. De plus
ces patients présentent un score EDSS plus élevé que les patients séronégatifs (Marconi S

and al, 2006).

Ces IgM anti-lipides sont tres probablement produits par un sous-type particulier de LB : les
LB CD5+ ou LB de type 1. Pour rappel, ces LB présentent la particularité de produire une
réponse IgM persistante (trés peu de commutation de classe). lls produisent des anticorps
dit « naturels » dirigés contre des antigenes non protéiques et spécialisés dans les réponses
directes a des antigenes comportant des motifs répétitifs (typiquement des constituants
d’origine bactérienne tels que les polysaccharides). Les IgM alors produits sont peu
spécifiques et de par leurs propriétés, plus adaptés a ce type de réponse que les IgG (Berland
R and al., 2002, Boes M and al., 2000).

Dans des conditions normales, les motifs répétitifs ne sont pas capables d’activer les LB

immatures, a I'exception des LB-1 qui répondent directement a ce type de stimulation.
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La constatation de BOM fait suspecter, comme pour les IgG, la persistance d’un clone
spécifique capable de produire de fagon constante ces IgM. Chez les patients SEP, il a été
constaté que ce type lymphocytaire était plus important dans le LCR en comparaison a
d’autres pathologies neurologiques (Mix E and al., 1990 ; Bongioanni P and al, 1996). Leur
augmentation est particulierement mise en évidence dans les formes agressives (Bongioanni
P and al, 1996) et une corrélation a pu étre faite entre une forte augmentation des LB-1 et la
présence de BOM (Villar LM. and al., 2005) puis quelques années plus tard avec la présence
d’lgM anti-lipides (Villar LM. and al., 2007). En effet, une étude portant sur 54 SEP BOM+
suivies pendant 61,1 mois+/-2,7, a mis en évidence chez les patients BOM+ une seconde
poussée plus précoce, un nombre plus important de poussées et un score EDSS plus élevé.
De plus, 8 de ces patients ont bénéficié d’'une seconde PL a plus d’un an d’écart permettant
de mettre en évidence la persistance des BOM anti-lipides (BOM-L+) dans le temps a la
différence des patients BOM-L- c’est a dire présentant des IgM non spécifiques de lipides

(Villar LM. and al., 2007) (Fig.15).
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Figure 15 : Lien entre BOM anti-lipides et évolution de la SEP A- Intervalle libre entre la 1 et la 2™ poussées

en fonction du profil IgM (spécificité anti-lipide (L+) ou non (L-). B- Variation de I'EDSS en fonction de la
spécificité des IgM (L+ ou L-). C- Nombre de poussées en fonction de la spécificité des IgM (L+ ou L-). D’apres
Villar LM and al., 2007.

Une seconde étude menée sur 81 patients comprenant 24 patients BOM-L+ (dont 14 avec
des IgM monoréactives contre la phosphatidylcholine) parmi les 32 patients BOM+ (soit 40%
BOM+ dont 75% de BOM-L+) confirme une évolution plus péjorative des patients BOM-L+
associée a des évolutions secondairement progressives plus rapides que chez les patients
BOM-L- (11 ans contre 22 ans) ainsi qu’un EDSS 4 atteint plus rapidement (14 ans contre 24

ans) (Thangarajh M. and al. 2008) (Fig.16).

o1



A 100
4100 4 - g —a— L+
_ —=— ML+ 55 94 e AL
[+] E 20 —— L H
c L 8
83 % 2
c §m—
i 0 2
D 60 g% 604
5o 504 ‘B o S04
Eg 40 4 E‘% 4
B8 a. - £ o
a2g 5 o
B E 1 . G
&8 14 p=001% o E 1 p=0.002
L] ¥ T T T T —r— o T T T T T T T d
6 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Years of follow-up Years of follow-up

Figure 16 : Lien entre BOM anti-lipides et évolution vers une forme SP A- Risque
d’évolution vers une forme SP en fonction de la présence (ML+) ou non (ML-) d’IgM
anti-lipide. B- Probabilité d’atteindre I'EDSS 4 en fonction de la présence (ML+) ou non
(ML-) d’IgM antilipides. D’aprés Thangarajh M. and al. 2008

Concernant la réponse au traitement, sur une cohorte de 75 patients, les 18 patients BOM-
L+ traités des obtention des critéres par un traitement immunomodulateur présentent une
réduction significative du nombre de poussées ainsi que de la progression du handicap en
comparaison a la période avant traitement. Cette significativité a été mise en évidence chez
25 des 57 patients BOM-L- traités (soit 31,6%) concernant le nombre de poussées mais pas
sur la progression du handicap. Cependant, les patients BOM-L- ne présentent pas de
changement significatif de leur EDSS qu’ils soient traités ou non, corroborant une évolution
moins sévere de ce groupe. En définitive, la présence de BOM-L+ pourrait servir de
marqueur pronostique et influer la décision thérapeutique voir justifier 'utilisation de

traitement actuellement de 2°™® ligne (Garcia-Barragan N. and al., 2009) (Fig 17).
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Figure 17 : Influence des BOM sur la réponse thérapeutique A- taux de poussée chez des patients SEP
BOM+ avec (M+) ou sans (M-) IgM anti-lipide, avant (BF) et aprés 3-4 ans (FE) de traitement
immunomodulateur. B- Score EDSS chez des patients SEP BOM+ avec (M+) ou sans (M-) profil IgM anti-
lipide, au début de la pathologie (Ons), avant (BF) et aprés 3-4 ans (FE) de traitement
immunomodulateur. D’apres Garcia-Barragan N. and al., 2009.
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Une autre étude, toujours en collaboration avec Villar, portant sur 102 patients traités par
immunomodulateur a permis de mettre en évidence que les patients BOM-L+ répondent
moins bien aux traitements que les patients n’exprimant pas ces IgM anti-lipides. La
présence d’IgM anti-lipides (BOM-L+) constitue donc un marqueur pronostique pouvant
permettant de justifier un traitement de 2°me ligne d’emblée devant I'hypothése d’une
activité inflammatoire plus importante chez ces patients (Bosca | and al., 2010).

En effet, cette cohorte comprenant 46,1% de BOM-L+ (dont 39.2% BOM-L+) suivi pendant
prés de 3 ans, objective, chez les patients BOM-L+, un risque de poussées 2 fois plus élevé,
une diminution plus faible du taux de poussées (51,8% contre 80,8% (p<0,0001)), un taux de
poussées plus élevé la 1% année (0,8 contre 0,2 (p=0,001)) et une plus faible proportion de
patients libres de poussées (25% contre 61,3% (p=0,0003)).

Il n’y a pas de différence significative au moment de l'instauration du traitement entre
patients BOM-L+ et BOM-L- ayant recu un traitement immunomodulateur aprés la 1%
poussée (soit 22,5% des patients), ni de différence entre ces 2 groupes concernant la

production d’anticorps neutralisant anti-IFN (Fig. 18).
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Figure 18 : Courbe de Kaplan-meier du taux de poussée en fonction de
la présence ou non d’IgM anti-lipide au sein d’une population traité
par immunomodulateur. D’aprées Bosca | and al., 2010.

Par ailleurs, une étude de I'équipe de Di Pauli F. publiée en 2010, met également en
évidence une corrélation entre la production d’IgM intrathécale et la charge lésionnelle T2

observable en IRM.
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5.3.  Profils IgM anti-lipides et atrophie cérébrale

Une cohorte de 24 CIS a été suivie pendant 2 ans, afin d’évaluer la charge lésionnelle T2 et
I'atrophie cérébrale (rapport entre le pourcentage de changement de volume cérébral
(PCBV) évalué en T1 et la fraction de parenchyme cérébrale (BPF) évaluée en T2). A la fin de
la période de suivi, la charge Iésionnelle T2 a augmenté 3 fois plus chez les patients BOM-L+
en comparaison aux patients BOM-L- (p=0,001) et 'atrophie cérébrale est plus importante
dans le groupe BOM-L+ (p=0,03). Durant ces 2 ans de suivi, I'ensemble des patients BOM-L+
ont évolué vers une SEP cliniquement définie contre 35,3% des patients BOM-L-. Un
traitement immunomodulateur a été débuté chez 85,7% des patients BOM-L+ contre 35,3%

des patients BOM-L- (Magraner M.J. and al., 2012) (Fig. 19).
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Figure 19 : Evolution de I'atrophie cérébrale chez des patients présentant un CIS a 1 (A) et 2 ans (B) de suivi.
Le différentiel de BPF (fraction de parenchyme cérébrale) est plus faible chez les patients sans IgM anti-
lipides (LS-OCMB-) avec une différence significative avec les patients IgM anti-lipides (LS-OCMB+) (C).
D’aprés Magraner M.J. and al., 2012.

De plus, la comparaison des 7 patients BOM-L+ et des 17 patients BOM-L- (comprenant 9
patients sans profil 1gG) n’a pas mis en évidence de différence significative entre les 2
groupes a |'exception des symptomes initiaux (pas de neuropathie optique (NO) dans le
groupe BOM-L+) (Magraner M.). and al., 2012). Or, les CIS se manifestant par une NO
présentent une plus faible fréquence de BOM-L+ (14%) (Bosca | and al., 2010) ce qui est
concordant avec une évolution moins sévére des SEP débutant par une NO (Tintoré M and

al., 2010).

Cette étude présente cependant des limites : un nombre faible de patients et une faible

durée de suivi pouvant expliquer I'absence de différence mise en évidence sur l'un des
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marqueurs de |'atrophie cérébrale (PCBV) et donc la discordance entre deux parametres
d’atrophie cérébrale. De plus, I'impact du traitement immunomodulateur, pris par un plus
grand nombre de patients BOM-L+, peut entrainer des modifications de la charge lésionnelle
et de I'évolution de I'atrophie cérébrale pouvant expliquer une significativité plus difficile a
mettre en évidence entre les 2 groupes. Enfin, la présence de patients sans profil IgG peut

étre contestable et représente ici 37,5%.

5.4. Profils IgM anti-lipides et CIS

L’étude de I’évolution des CIS chez 192 patients en fonction de la présence (BOM-L+) ou non
(BOM-L-) d’IgM anti-lipides a mis en évidence une seconde poussée 3,3 ans apres le CIS pour
les patients BOM-L- (52,4%) contre 0,7 ans pour les patients BOM-L+ (22%). De facon
générale, les patients BOM-L+ ont un risque de poussées 9,3 fois plus élevé que les patients
BOM-L- et 39,6 fois plus élevé que les patients sans BOG. En définitive, le profil IgM pourrait

permettre d’évaluer le risque de seconde poussée (Bosca | and al., 2010) (Fig.20).
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Figure 20: Estimation du risque de seconde poussée apres un CIS en fonction
de la présence d’un profil IgG et IgM anti-lipide (G+ML+) (42 patients), 1gG
sans IgM anti-lipide (G+ML-) (101 patients) et en I'absence d’IgG et d’IgM
anti-lipide (G-ML-) (49 patients). D’aprés Bosca | and al., 2010.

5.5. Profils IgM anti-lipides et génétique

Un lien entre un haplotype de DRB1*03 :01 et la présence d’IgM anti-lipides a été mis en

évidence via un travail conduit sur 1068 patients SEP (Emilio G. de la Concha and al., 2012).
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L’association entre DRB1*03 :01 et la SEP est bien connu en Sardaigne (Marrosu M.G. and
al.,, 1997 ; Marrosu M.G. and al., 2001) mais les données sont hétérogenes pour d’autres
populations (Lincoln M.R. and al., 2009 ; Marrosu M.G. and al., 1997 ; Masterman T. and al.,
2000 ; Benedek G. and al., 2010 ; Ramagopalan S.V. and al., 2007 ; Barcellos L.F. and al.,
2006). Dans le systeme HLA, des combinaisons spécifiques d’alléles au sein de larges régions
sont conservées a travers les générations et appelés haplotype ancestraux (AH). Dans le cas
de DRB1*03 :01, deux haplotypes ancestraux sont connus: AH: 18,2 et 8,1. L’haplotype
ancestral 18,2 a pu étre associé a un risque plus élevé de production d’IgM anti-lipides
(OR=2,98 95% IC 1,36-6,39) et ce, de facon indépendante de la présence de HLA
DRB1*15 :01 (Emilio G. de la Concha and al., 2012).

Seulement 4% des patients avec I'haplotype 18,2 ne présentent pas de BOM. En paralléle,
cet haplotype est retrouvé chez 12% des patients avec BOM sous-entendant I’existence
d’autres facteurs influengant la production de ces IgM (Emilio G. de la Concha and al., 2012).
Au sein de la population espagnole, un groupe de travail a décrit une association entre le
risque de SEP et un polymorphisme du promoteur du gene du TNFa (tumor necrosis factor
alpha) (TNF-376) (Fernandez-Arquero M. and al., 1999 ; Martinez A. and al., 2004). Par la
suite, une association entre THF-376 et la présence d’IgM anti-lipides a été rapportée et
mise en relation avec une évolution plus péjorative de la SEP (Villar L.M. and al., 2010). Dans

un troisieme temps, un lien entre ces constatations et HA 18,2 a pu étre fait.

5.6. Intérét de I'index IgM

La mise en évidence d’un profil IgM dans le LCR n’est pas simple, et sa fiabilité voire sa
reproductibilité est débattue par certains auteurs (Stauch C. and al. 2011). L'index IgM a
notamment été étudié et un lien avec la sévérité de la SEP a conduit a des résultats

éme

similaires avec une 2°" poussée survenant d’autant plus tot que I'index IgM est élevé.

Les patients avec un index IgM>0,2 présentent en moyenne une nde poussée dans les 9 mois
contre 2,2 ans pour les patients sans IgM (index 1gM<0,1). Concernant la progression de
I’'EDSS a 15 ans, on retrouve également une corrélation avec I'index IgM mesuré au moment

du diagnostic (p<0,001 ; r=0,58) (Perini P. and al., 2006) (Fig. 21).
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Figure 21 : Lien entre index IgM et évolution de la SEP A- Corrélation entre index IgM et le score EDSS apres
14,4 ans (SD 2,1) de suivi chez 80 patients. B- Intervalle libre entre la 1° et la 2"* poussée en fonction de
I'index IgM. D’apres Perini P. and al., 2006.

Cependant dans cette étude, les patients avec index IgM élevé présentent des évolutions
moins péjoratives en comparaison aux travaux de Villar (Villar LM and al.,, 2003)
possiblement dles aux traitements immunomodulateurs dispensés a 66,6% des patients

(index IgM>0,2 et EDSS<3).

Des travaux visant a étudier l'influence de I'index IgM sur I’évolution IRM ont également été
conduits permettant de mettre en évidence des évolutions radiologiques d’autant plus
défavorables que 'index IgM est élevé.

Le premier travail conduit sur 33 patients porteurs d’une SEP cliniquement définie (17 SEP-
RR et 16 SEP-SP) permet de suspecter un lien entre index IgM et charge Iésionnelle T2 dans
les SEP-RR et -SP, ainsi qu’entre I'index IgM et la charge Iésionnelle T1/atrophie cérébrale
dans les SEP-RR. Cela n’est pas retrouvé dans le cas de I'index I1gG (Jongen Peter J.H. and al.,
2007). Ces résultats doivent étre interprétés avec précaution au vu du nombre limité de
patients et de la présence de SEP-SP. En effet, les formes SP sont plus souvent BOM+
suggérant un index plus élevé également. De plus, la charge lésionnelle est souvent plus
élevée dans les formes SP que RR tout comme I'atrophie cérébrale.

Une autre étude conduite chez 57 patients a mis en évidence une corrélation entre I'index
IgM et le nombre de Iésions prenant le contraste a la phase initiale (p=0.01) ainsi qu’entre
I'index IgM et I'augmentation de la charge lésionnelle pendant la période de suivi (49 mois
en moyenne (36-60mois)) (p=0,02). L'étude par sous-région a mis en évidence une
corrélation entre I'augmentation de la charge lésionnelle périventriculaire et I'index IgM

(p=0,004). Il n’a cependant pas été mis en évidence de corrélation entre I'index IgM et I'EDSS
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d’inclusion (p=0,6), la progression de I'EDSS (p=0,9) ou I'EDSS a la fin de la période de suivi
(p=0,99) ni entre I'index IgM et le nombre de poussées durant la période de suivi (p=0,34).
Les patients présentant les criteres Mac Donald 2010 a la fin de la période de suivi ont un
index IgM plus élevé que les patients ne remplissant pas ces critéres (p=0,001). Il n’a pas été
mis en évidence de corrélation entre I'index 1gG et les données IRM (Durante L. and al.,

2012).

5.7. Les détracteurs

Des études viennent contredire les résultats mis en évidence dans les publications
précédentes.

Le premier travail publié démentant la valeur pronostique des IgM dans le LCR chez les
patients SEP présente les biais d’un recueil téléphonique directement auprés du patient. En
effet, dans ce contexte des variables interindividuelles sont a prendre en compte comme
I’'appréciation personnelle de la pathologie ou le vécu de la pathologie sur un recul pouvant
aller jusque 8 ans. Conduite sur 42 patients ayant présenté un CIS avec BOG, elle a permis de
mettre en évidence des BOM chez 74% d’entre eux. L'enquéte téléphonique dans les 21 a
106 mois suivant le CIS a la recherche du nombre de poussées n’a pas permis de mettre en
évidence une corrélation entre la présence de BOM et une évolution plus défavorable

(évaluée par le nombre de poussées) (Schneider R. and al., 2007).

Une seconde étude conduite sur une cohorte pédiatrique de SEP (Stauch C. and al. en 2011)
n’a pas mis en évidence de corrélation entre index IgM et progression du handicap. Un lien
inverse est méme retrouvé avec une évolution moins sévére chez les patients avec un index

IgM pathologique et ce en I'absence d’autres facteurs pronostiques péjoratifs (Fig. 22).
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Figure 22 : Lien entre BOM et progression du handicap au sein d’'une cohorte pédiatrique de SEP. Evolution
de I'EDSS chez 70 SEP pédiatriques a 1 an, 2 5 et 10 ans en fonction de la présence ou non d’IgM
intrathécale. D’aprés Stauch C. and al. en 2011.
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Figure 23: Données BOM d’une cohorte pédiatrique de SEP vérifiées par le diagramme de reiber.
Comparaison de 70 enfants SEP avec (carré) et sans (cercle) IgM intrathécale (d’aprés le diagramme de
Reiber). D’aprés Stauch C. and al. en 2011.

Leur travail se base sur le diagramme de Reiber pour l'interprétation des résultats afin de
définir la présence ou non d’une synthése intrathécale d’IgM. Il met également en évidence
un possible biais de détection quantitative et/ou qualitative des IgM et des problémes de
faux positifs et de faux négatifs dans la détection des BOM en reprenant les travaux de
I’équipe de Villar. Il souleve également les difficultés techniques liées a la structure

pentamérique des IgM (Fig. 23).

En 2012, I'équipe de Villar publie une lettre en réponse au papier de Stauch C. and al ;

permettant de refaire un point méthodologique sur la préparation des IgM (Villar LM. And

al., 2012). L'importance de la dénaturation des IgM en pH alcalin y est soulignée, permettant

ainsi une réduction compléte des ponts disulfures (nécessaires a la formation de pentaméres

des IgM) (Villar LM. And al., 2001). Cette technique étant plus efficace que les méthodes en
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pH neutre ou la dégradation incompléte entraine des artéfacts pouvant étre confondus avec

des BOM (Schneider R. and al., 2007).

5.8. Vers unindex pronostique multifactoriel ?

Le travail de I'’équipe de Mandrioli J and al. paru en 2008 et portant sur 64 patients SEP
confirme le lien entre BOM et score EDSS avec des patients BOM+ atteignant I'EDSS 3 en 48
mois contre 168 mois pour les patients BOM-. Cependant, I'index IgM ne présente pas de
valeur prédictive dans cette étude. Cela peut étre di a la sensibilité des BOM plus

importante (méthode qualitative) que I'index IgM (méthode quantitative) (Fig. 24).
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Figure 24 : Lien entre BOM et progression du handicap A- Temps pour atteindre I'EDSS 3 en fonction de la
présence ou non de BOM chez des patients SEP. B- Temps pour atteindre I'EDSS 4 en fonction de la présence
ou non de BOM chez des patients SEP. D’aprés Mandrioli J and al., 2008.

La recherche de marqueur pronostique individuel a été étudiée dans ce travail et a permis
de mettre en évidence que I'étude d’éléments cliniques (syndrome pyramidal, symptomes

nde poussée) ainsi que de parametres biologiques

sensitifs, nombre de mois avant la 2
(comme la présence ou non de BOM) permettaient de définir un risque individuel
d’évolution péjorative chez 58 des 64 patients étudiés, soit un risque d’erreur de 9,4%. La
méme étude sur une cohorte de 65 SEP-RR retrouve un risque d’erreur globale de 12,3% soit
4 patients sur 45 classés SEP bénigne (EDSS<3 apres 10 ans d’évolution) et 4 patients sur 20

classés SEP sévere (soit un EDSS24 apres 10 ans d’évolution).
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5.9. Les perspectives : une meilleure compréhension de la pathologie ?

Les travaux de Villar de 2009 remettent en cause la vision uniciste de la SEP. En effet, I'étude
des profils oligoclonaux de patients SEP a permis de mettre en évidence un distingo entre les
SEP-PP et les SEP-RR/SP. Beaucoup de SEP-PP présentent un profil IgG dans le sang et le LCR
avec quelques bandes surnuméraires dans le LCR. A l'inverse, les SEP-RR et SP présentent un
profil IgG exclusivement dans le LCR. Concernant les profils IgM, les SEP-PP n’en présentent
pas alors qu’ils sont retrouvés chez 31% des SEP-RR et 60% des SEP-SP (Villar LM. and al,
2009).

Une étude sans collaboration avec I'équipe de Villar, publiée en 2010 par I’équipe de Sola P.,
conclut également a un mécanisme pathologique différent entre SEP-PP et SEP-RR avec la
constatation de BOM chez 13% des SEP-PP sans influence sur la progression de I'EDSS contre
46% des SEP-RR avec une évolution plus péjorative pour ces derniers (Sola P. and al., 2010).
Ils retrouvent également une évolution plus péjorative dans le cas de formes PP en
comparaison aux formes RR et SP. Cependant la différence d’évolution des courbes de
Kaplan Meier entre les 2 graphiques concernant les formes RR et SP est assez surprenante

(Fig.25).
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Figure 25 : A- Probabilité d’atteindre I'EDSS 4 pour les SEP-PP (PPMS) et les SEP a début RR (RR et SP). B-
Probabilité d’atteindre I'EDSS 4 pour les SEP a début RR (RR et SP) en fonction de la présence (OClgM+) ou
non (OClgM-) de BOM. D’apreés Sola P. and al., 2010.

Plus récemment, des travaux conduits par I'’équipe de L.M. Villar sur 23 patients SEP traités

par natalizumab ont mis en évidence un lien entre réponse thérapeutique et BOM. Dix
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patients (43,5%) étaient libres d’activité durant le suivi (médiane de 24 mois). Treize patients
(56,5%) ont présenté des poussées ou de nouvelles |ésions sous traitement.

La comparaison des 2 groupes n’a pas retrouvé de différence significative tant sur le plan
clinique que radiologique avant le début du traitement.

Dans le groupe libre d’activité, I'index 1gM diminue de fagon significative (p=0,001) pour
atteindre des valeurs inférieures a 0,1 (valeur seuil limite définissant une synthese
intrathécale d’lgM) et chez 70% des patients une disparition de BOM est objectivée a la
seconde ponction lombaire (p=0,003). Un changement du profil IgG est également objectivé
dans ce groupe avec une disparition de certaines bandes IgG associée a une diminution
significative de I'index IgG (p=0,52). Ces effets ne sont pas mis en évidence avec d’autres
traitements (A. and al., 2001 ; Confavreux C and al., 1986) ou le profil IgG est considéré
comme un marqueur stable de la pathologie (Confraveux C and al., 1986). Ces constatations
ne sont pas retrouvées dans le groupe ou une activité persiste, que ce soit clinique,
radiologique ou radio-clinique. En effet, méme si 50% des patients « actifs » présentent une
diminution de I'index IgG, IgM et/ou du profil IgM intrathécal, aucune de ces diminutions

n’est significative (Villar L.M. and al., 2012) (Fig. 26).
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Figure 26 : Lien entre index IgM et efficacité du natalizumab A et C- Evolution de I'index IgM et IgG chez des
patients actifs sous natalizumab. B et D- Evolution de l'index IgM et IgG chez des patients non actifs sous
natalizumab. D’apres Villar L.M. and al., 2012.




L’étude cellulaire conduite sur le LCR de 12 patients (6 dans chaque groupe) présentant un
profil IgM avant et aprés 1 an de traitement a mis en évidence une diminution significative
du taux de LB (p=0,01) intéressant les LB CD5+ (ou LB-1) (p=0,007), LB CD5- (p=0,01) et
CD38+ (plasmoblastes) (p=0,009) avec une disparition quasi-complete des CD5+ et CD38+
chez les patients « non actifs ». Les patients « actifs » ne présentent pas de diminution
significative des LB que ce soit sur le plan général ou au niveau des différents sous-types.

Par contre, une diminution de la chimiokine CXCL13 est objectivée de facon significative et
ce quel que soit le groupe (p=0.002). Pour rappel, CXCL13 est une chimiokine attirant les LB
sur le site d’intérét via son récepteur le CXCR5 exprimé a la surface des LB.

De méme, une diminution significative du taux de LT CD4+ est objectivée (actif : p=0,008 ;
non actif : p=0,002), associée a une augmentation du taux de LT CD8+ (actif : p=0,004 ; non

actif : p=0,002) (Villar L.M. and al., 2012).

Les raisons de la différence d’influence du natalizumab sur ces populations de LB ne sont pas
expliqguées mais différentes hypotheses ont été émises comme une différence d’expression
de VLA-4 au niveau des LB consécutive a un niveau d’activation cellulaire différent entre les
2 groupes (Postigo A. A. and al., 1991) , ce qui pourrait affecter I'inhibition de la migration
des LB par le natalizumab (Niino M and al., 2006). Plus récemment, différents travaux ont
été conduits objectivant des mécanismes d’action plus large que la simple inhibition de la
fixation du LT a la BHE, ouvrant des perspectives sur une meilleure compréhension de la
pathologie au travers de mécanismes neuro-immunologiques encore inconnus dans la SEP

(Ransohoff RM. and al., 2007 ; Lindberg RL. And al., 2008 ; Rossi S. and al., 2013).

63



6. ENJEUX ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

Actuellement, de nombreux traitements sont ou vont étre mis a la disposition des patients,
en particulier dans les formes rémittentes. Leur efficacité sur le nombre de poussées

annuelles et la progression du handicap entre autres est variable.

L'importance d’un traitement efficace et précoce dans la SEP a été démontrée a travers
différents travaux avec en particulier une absence d’influence des traitements une fois
I’'EDSS 3 atteint (Leray E. and al., 2010).

Dans ce contexte, nous sommes en droit de nous poser la question de l'intérét de revoir
notre schéma thérapeutique actuel. En effet, nous procédons par escalade en fonction de
I’évolution clinique du patient. Mais au vu de ces travaux une démarche inverse peut étre
discutée avec l'utilisation de thérapeutique moins agressive dans un second temps afin de

maintenir un contrdle sur la pathologie.

Cependant ce type de prise en charge thérapeutique présente des risques d’effets
indésirables non négligeables et ne peut étre entrepris qu’apres une justification clinique

d’un risque d’évolution péjorative.

A I'heure actuelle, nous ne disposons pas de marqueurs pronostiques permettant de
présager d’'une évolution sévere ou non a I'échelle du patient. Les travaux récents menés sur
les IgM dans le LCR, que ce soit sous forme d’index ou de profil, pourraient nous permettre

d’adapter notre prise en charge de la SEP sous réserve de vérification par d’autres équipes.

Notre travail a pour but de vérifier I’hypothese de I'équipe de Villar en analysant le LCR de
patients diagnostiqués et prélevés au moment du diagnostic et pour lesquels nous disposons
des données relatives a I'évolution de leur pathologie sur plusieurs années. Ainsi, nous avons
les moyens théoriques de vérifier que I'index et ou le profil IgM dans le LCR présentent une
valeur pronostique a I’échelle individuelle. La LCRthéque dont nous disposons, en
association avec la base de données EDMUS permet ce type de travail rétrospectif avec un

temps de suivi important.
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7. MATERIELS ET METHODE

7.1. Méthodologie clinique : sélection des patients

La population de I'étude a été recrutée parmi les patients suivis au sein du service de
neurologie du CHU de Nancy depuis 2002 suite a une premiére manifestation clinique
compatible avec un premier événement démyélinisant d’'une part et ayant accepté
d’intégrer la cohorte LORSEP (réseau lorrain pour la prise en charge de la sclérose en
plaques) d’autre part. Le LORSEP est un réseau ville-hopital régional crée en 2002 et qui a
entre autres pour objectifs de coordonner et d’assurer la continuité des soins a proximité du
lieu de vie des patients, d’uniformiser la prise en charge et de faciliter la recherche sur la
SEP. Les caractéristiques démographiques des patients ainsi que de leurs données cliniques,
radiologiques et biologiques au moment du diagnostic, de leurs thérapeutiques de fonds et
des données concernant leur suivi clinique et radiologique sont collectées grace au logiciel
EDMUS (European Database of Multiple Sclerosis) permettant la constitution du registre
lorrain de la SEP (ReLSEP).>’ Ce logiciel largement utilisé dans les centres francais
(essentiellement les CHRU) et européens permet I'adoption d’un langage commun pour la
description médicale des patients atteints de SEP. En mettant en exergue les informations
décisives et pertinentes, elle facilite le suivi médical et I'’échange des informations entre
médecins.

Au cours de leur prise en charge, ces patients ont entre autres, bénéficié d’'une PL et
d’une prise de sang dans le but de rechercher la présence de bandes oligoclonales (BOC)
dans le LCR, signature biologique d’une réaction neuro-inflammatoire. Les prélevements de
sérum et de LCR effectués chez ces patients ont été conservés a -80 °C et constituent
aujourd’hui une collection de plus de 2000 échantillons déclarée aux autorités de santé
(responsable : Dr Catherine Malaplate-Armand, Laboratoire de Biochimie - Biologie
Moléculaire, Hopital central, CHU de Nancy).

Parmi les patients appartenant a la cohorte LORSEP et ayant bénéficié d’une
recherche de BOC dans le LCR au laboratoire de biochimie du CHU de Nancy, nous avons
établi une premiére sélection de patients ayant présenté soit une évolution favorable soit

une évolution défavorable selon les criteres décrits ci-dessous.
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Les patients sélectionnés ont signé un consentement dans le cadre du registre lorrain

de la SEP.

e (Criteres d’inclusion :

Présence de BOC au moment du diagnostic initial

e Criteres d’exclusion :

Absence de BOC au moment du diagnostic initial

Refus de signature du consentement éclairé a posteriori

Des criteres d’évolution favorable et défavorable ont été appliqués sur un groupe de
patients dont le diagnostic de SEP avait été posé entre 2001 et 2003. Ainsi, 15 patients ont
été retenus dans le groupe dit d’évolution favorable (FAV) et 3 patients ont été sélectionnés

pour le groupe dit d’évolution défavorable (DEF).

Criteres d’évolution dit «favorable» :

e EDSS considéré comme stable (aggravation strictement < 1 point comparativement a

I'EDSS effectué 6 mois apres I'épisode initial);
e EDSS<2;

e Absence de poussées au cours des 2 derniéres années;

Critéres dévolution dit « défavorable » (les patients doivent avoir les 3 critéres suivants associés):

e EDSS aggravé d’au moins 2 points comparativement a 'EDSS effectué 6 mois apres
I'épisode initial;
e EDSS>4;

e Au moins une poussée dans I'année précédente
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7.2. Méthodologie biologique

7.2.1. Prélévements et traitement pré-analytique

Le sérum et le LCR ont été prélevés simultanément dans le cadre des soins. Apres
acheminement des tubes selon le circuit classique du CHU de Nancy et réception au
laboratoire, les prélevements sont centrifugés, fractionnés et conservés au maximum 5 jours
a 4 °C avant d’étre congelés a -20 °C dans I'attente des immuno-dosages et de la recherche
de BOC. Apres réalisation des différentes analyses biologiques, les échantillons sont

conservés a -80 °C.

7.2.2. Immunodosages

7.2.2.1. Dosages de I'albumine et des IgG

L'albumine et les IgG dans le sérum et le LCR ont été dosées par immunoturbidimétrie a
I'aide de I'automate Delta Koné en utilisant les kits réactifs dédiés (Coffret aloumine MST
Thermo Fisher scientific Oy Réf 981927, Coffret Immunoglobuline G Thermo Fisher scientific
Oy Réf 981937) et les kits de calibration (SPECICAL Thermo Fisher scientific Oy Réf 981937)
fournis par Thermoficher Scientific. Chaque série est validée a I'aide des contrdles Biorad

Lyphochek assayed chemistry control niveaux 1 et 2 (Réf C320-5).

La technique d’immunoturbidimétrie est basée sur I'immunoprécipitation facilitée par le
polyéthyléne glycol en présence d’un exces d’anti-sérum spécifique a la protéine a doser.
Elle permet de comparer I'intensité lumineuse transmise par le précipité en suspension dans
le milieu liquide a celle du faisceau incident. L'augmentation de I'absorbance est mesurée
en point final a 340 nm et est proportionnelle a la quantité de protéines spécifiques

(albumine ou IgG) dans le prélévement.
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7.2.2.2. Dosage des IgM

Les IgM dans le sérum et le LCR ont été dosées par immunonéphélémetrie (BNII, Siemens
Dade Behring) a I'aide des kits réactifs dédiés (Coffret alboumine MST Thermo Fisher scientific
Oy Réf 981927, Coffret Immunoglobuline G Thermo Fisher scientific Oy Réf 981937) et les
kits de calibration (SPECICAL Thermo Fisher scientific Oy Réf 981937) fournis par
Thermoficher Scientific. Il s’agit d’'une technique plus sensible que I'immunoturbidimétrie.
Elle représente la technique de référence pour le dosage des immunoglobulines dans le LCR
car les concentrations attendues peuvent étre trés basses. Le sérum dilué ou le LCR est
incubé en présence d’un anti-sérum spécifique des IgM permettant de faire précipiter le
complexe ainsi formé. La néphélémétrie permet de mesurer la diffusion de la lumiére par le
précipité grace a une cellule photoélectrique. L'intensité du rayonnement dévié est

proportionnelle a la concentration de la protéine d’intérét.

7.2.3. Calcul des index IgG et IgM

Le calcul de I'index IgG ou IgM est obtenu a partir des concentrations d’immunoglobulines et

d’albumine dans le sérum et le LCR selon les formules suivantes :

[(18G) Lcr/(18G)sérum]/[(Albumine).cr/(Albumine)serum]

Soit : quotient IgG/quotient Albumine

[(18M) Lcr/ (18M)sérum]/ [(Albumine) cr/ (Albumine)serum]

Soit : quotient IgM/quotient Albumine

7.3. Analyse statistique

La saisie des données a été réalisée a 'aide du logiciel Excel.

L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SigmaPlot 12.0.
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Elle a comporté une description des caractéristiques de I’échantillon. Pour cette partie
descriptive, les variables quantitatives ont été exprimées par leur moyenne et leur écart-
type, leur valeur minimale et maximale, les variables qualitatives ont été exprimées par leur

effectif et leur fréquence.

Une comparaison des caractéristiques de la SEP des patients a été réalisée selon que
I’évolution est jugée favorable ou défavorable, par des tests non paramétriques (Mann et

Whitney) ou paramétrique (t-test) lorsque la loi Normale était respectée.

Une comparaison des caractéristiques biologiques des patients a été réalisée selon que
I’évolution est jugée favorable ou défavorable, par des tests non parameétriques (Mann et

Whitney) ou paramétrique (t-test) lorsque la loi Normale était respectée.

Des corrélations clinico-biologiques ont été étudiées par une régression linéaire.

Le seuil de signification (p) retenu était de 5 %.
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8. RESULTATS

8.1. Description de la population étudiée

Selon les criteres d’évolution favorable ou défavorable décrits dans le matériel et méthodes,
nous avons pu sélectionner au sein de la base EDMUS et de facon randomisée, 3 patients
d'évolution défavorable et 15 patients d'évolution favorable. Notre cohorte de 18 patients a
présenté un premier évenement démyélinisant entre 2001 et 2003 permettant un recul de
11 a 9 ans. La PL a été réalisée en moyenne a 19 mois du diagnostic ou de la confirmation

diagnostique de la pathologie (-3 ; 48 mois).

Concernant le groupe d’évolution favorable (FAV), sur les 15 patients initialement
sélectionnés, nous avons retenus 10 patients (8 femmes et 2 hommes), les 5 patients exclus
correspondent a des patients perdus de vue (durée de suivi inférieure a 2 ans). Le suivi
moyen est de 96 mois (£21,7) soit 8 ans environ. L’age de ces patients au moment du
diagnostic est de 35 ans (+11). Sur I'ensemble de ces patients, 8 ont bénéficié d’un
traitement immunomodulateur (type interféron et acétate de glatiramere). Deux patients
sont restés sans traitement de fond. Aucun n’a bénéficié de traitement immunosuppresseur.
L’EDSS médian au moment du diagnostic est de 1,2 (£1). L'EDSS a la fin de la période de suivi
était de 1,8 (+0,9). La premiere poussée (tableau récapitulatif : figure 29) est survenue sous
forme de névrite optique rétrobulbaire (NORB) chez 3 patients, de troubles sensitifs purs
chez un patient ou associé a une NORB (1 patient), de troubles vésico-sphinctériens (1
patient) ou bien associant NORB, troubles sensitifs et troubles vésico-sphinctériens (1
patient). Des troubles vestibulo-cochléaires ont été retrouvés chez un patient. Deux patients
ont présenté une poussée motrice en association a des troubles sensitifs (1 patient) ou des
troubles sensitifs et vésico-sphinctériens (1 patient). Un des patients ayant présenté une
premiére poussée associant NORB, troubles sensitifs et troubles vésico-sphinctériens ne
présente pas de seconde poussée apres un suivi de 6 ans et demi. Pour les 9 autres patients,
I'intervalle entre la premiére et la seconde poussée était de 19,4 mois (+11,3). Aucun de ces

patients n’a évolué vers une forme SP (Tableau I).
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Patients | NORB | Déficit Déficit Troubles vésico- Troubles cochléo-
FAV sensitif moteur sphinctériens vestibulaire
1 X

2 X

3 X

4 X X

5 X X X

6 X X X

7 X X

8 X X

9 X
10 X

Tableau | : Tableau récapitulatif des symptomes associés a la premiére poussée dans la cohorte d’évolution
favorable

En raison des critéres de sélection drastiques, seulement deux hommes et une femme ont
été inclus dans le groupe « évolution défavorable » (DEF). Le diagnostic de SEP a été posé
pour la femme a I'dge de 50 ans et pour les deux hommes a I'dge de 21 et 22 ans. Le suivi
moyen est de 92 mois (+22,5) soit 7,6 ans environ. L’age moyen de ces patients au moment
du diagnostic est de 32 ans (+16). L'ensemble de ces patients a bénéficié d’un traitement
dans le cadre de leur SEP. Pour deux d’entre eux, un traitement immunomodulateur a été
prescrit initialement relayé par un traitement immunosuppresseur pour un des patients. Le
troisieme patient a bénéficié d’emblée d’un traitement immunosuppresseur. L'EDSS initial
médian pour ces patients est de 1,7 (+1,5), 'EDSS a la fin de |la période de suivi étant de 4,8
(£1,4). La premiére poussée a été respectivement pour chacun des trois patients, une NORB,
un déficit sensitivo-moteur des membres inférieurs avec troubles vésico-sphinctérien et des
troubles sensitifs d’'un membre supérieur. Lintervalle entre la premiére et la seconde
poussée était de 17,7 mois (£11,9). L'ensemble de ces patients a évolué vers une forme SP
(avec poussées surajoutées pour deux d’entre eux) en moyenne aprés 51,7 mois (+44,8)

(Tableau I1).

71



Patients | NORB | Déficit Déficit Troubles vésico- Troubles cochléo-
DEF sensitif moteur sphinctériens vestibulaire

1 X

2 X X X

3 X

Tableau Il : Tableau récapitulatif des symptomes associés a la premiére poussée dans la cohorte d’évolution
défavorable

Patients FAV Patients DEF

EDSS
ra
EDSS
w

=]

z 1 z

Al moment dudiagnostic (1)t & la inde la période de suivi (2) Au momentdu diagnostic (1) et & la finde la période de suivi (2)

Figure 27 : Comparaison de la progression du handicap au sein des groupes d’évolution défavorable et
favorable.

Nous avons comparé les deux groupes en terme d’age de début de la pathologie, la période
de suivi, de progression du handicap, de délais entre la premiére et la seconde poussée et de
nombre de poussées les trois premiéres années. |l n’a pas été mis en évidence de différence
significative entre ces deux groupes que ce soit en termes d’age de début de la SEP (p=0,7)
ou de durée de suivi (p=0,8). Si nous comparons I'EDSS au moment du diagnostic entre les
deux groupes, aucune différence significative n’est observée (p=0,5). A la fin de la période de
suivi, une évolution plus péjorative pour le groupe DEF est objectivée en comparaison au
groupe FAV (p<0,001) (Fig.27). Concernant l'intervalle entre la premiere et la seconde
poussée, il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes (p=0,8). Concernant le
nombre de poussées sur les trois premieres années, aucune différence significative n’a été

mise en évidence (p=1).
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Nous constatons donc que, bien que les patients du groupe DEF présentent une évolution
plus péjorative a travers I'aggravation de leur handicap au cours de la période de suivi,
I'activité inflammatoire initiale de la pathologie (intervalle entre la premiéere et la deuxiéme
poussée, nombre de poussées les trois premiéres années) ne semble pas expliquer cette

différence d’évolutivité.

8.2. Etude des index IgM

Pour chacun de ces patients, le bilan biologique a été complété par un dosage des IgM dans

le sérum et le LCR a partir d’échantillons conservés dans la collection biologique.

Au sein du groupe FAV, l'index IgM moyen est de 0,025 avec des index s’étendant de 0,01 a
0,136. La médiane est de 0,04 (+0,04).

Au sein du groupe DEF, I'index IgM moyen est de 0,062 avec des index s’étendant de 0,035 a
0,149. La médiane est de 0,08 (£0,06) (Fig. 28).

Index [gM

0,04

0,02

1
1 2
Groupe FAV (1) Groupe DEF (2)

0,00

Figure 28 : Comparaison des Index IgM entre les groupes FAV et DEF.

En raison de I'effectif trop faible et du déséquilibre entre les 2 groupes, il n’est pas possible

d’appliquer une analyse statistique au vu de la taille de nos 2 groupes. Cependant, une
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tendance semble se dégager qu’il serait intéressant de confirmer ou infirmer en augmentant

la taille des différents groupes.

8.3. Etude de la corrélation de I’EDSS en fonction de I'index IgG et IgM

Concernant l'index IgG, la régression linéaire ne met pas en évidence de corrélation entre

I’EDSS a la fin de la période de suivi et I'index 1gG (r=0,19, r?=0,036) (Fig. 29A).

Concernant l'index IgM, la régression linéaire ne met pas en évidence de corrélation entre
I’'EDSS a la fin de la période de suivi et I'index IgM (r=0,19, r>=0,036) (Fig. 29B).
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Figure 29 : A- Corrélation entre EDSS et index
IgG. B- Corrélation entre EDSS et index IgM.

8.4. Etude de la corrélation entre index IgM et intervalle entre la 1% et 2"* poussée
Parmi les 13 patients observés, un patient n’a pas présenté de seconde poussée clinique.

L'étude des 12 patients restant n’objective pas de corrélation entre index IgM et intervalle

entre premiére et la seconde poussée (r=0,39, r>=0,15) (Fig. 30).
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Figure 30 : Corrélation entre index IgM et intervalle entre la 1% et la 2°™

poussées (en mois).

8.5. Etude de la corrélation entre I'index IgM et le nombre de poussées

L'étude de la corrélation entre l'index IgM et le nombre de poussées durant les deux
premiéres années ne met pas en évidence de lien (r=0,38, r?=0,14), tout comme I'étude du
nombre de poussées dans les trois premiéres années (r=0,195, r?=0,038). L’étude de I'activité
inflammatoire de la pathologie a travers le nombre de poussées cliniques pendant la durée
du suivi ne retrouve pas non plus de corrélation entre index IgM et activité inflammatoire
(r=0,097, r?=0,0094) (Fig. 31). Cependant, ces résultats sont a pondérer avec la faible taille de

notre échantillon.
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Figure 31 : A- Corrélation entre index IgM et nombre de poussées les 2 premiéres années. B-
Corrélation entre index IgM et nombre de poussée les 3 premieres années. C- Corrélation
entre index IgM et activité inflammatoire durant le suivi.

8.6. Recherche de profils oligoclonaux d’IgM dans le LCR par isoélectrofocalisation

L’objectif principal de ce travail était de déterminer si la présence d’un profil oligoclonal
d’lgM pouvait étre un indicateur pronostique de la SEP. Plusieurs difficultés techniques ont
cependant été rencontrées lors de la mise au point de cette analyse. La premiére est liée a la
sensibilité de la technique d’isoélectrofocalisation et aux faibles quantités d’IgM détectées
dans les LCR. La deuxieme est liée a la structure pentamérique des IgM qui nécessitent une
dénaturation préalable des échantillons pour permettre leur séparation.

L'utilisation de gels précoulés en polyacrylamide a permis d’obtenir des profils oligoclonaux
pour certains patients de I'étude.

Cependant, le marquage obtenu est faible et non stable dans le temps et le profil mis en
évidence est identique chez plusieurs patients ce qui est trés surprenant et fait suspecter

une origine artéfactuelle.
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9. DISCUSSION

Nos résultats ne peuvent bénéficier d’une analyse statistique du fait de la faible taille de
notre population. De plus, la constitution de nos deux groupes est déséquilibrée dans le sens
ou nous avons, de par le choix de critéres d’évolution péjorative drastique, limité fortement

I'inclusion de patient au sein du groupe DEF.

Cette étude préliminaire de faisabilité a pour objectif d’infirmer ou d’affirmer les résultats
déja décrits dans la littérature par I’équipe de Villar principalement, d’ou la constitution de 2

groupes de patients d’évolution significativement différente en terme de handicap.

La base EDMUS a permis de sélectionner des patients remplissant ces critéres d’inclusion.
Nous sommes remontés au début de la constitution de la base de données (2001-2003) pour
permettre un recul de 8 ans environ. Le fait d’étre remonté au début de la constitution de la
base de données a également entrainé des biais d’inclusion du fait de la nécessité de
bénéficier d’un stock biologique suffisant pour chaque patient inclu avec les limites de durée

de vie d’échantillons biologiques stockés a -80°C pendant 10 ans.

Les caractéristiques de nos deux groupes au début de la maladie ne mettent pas en évidence
de différence significative (sous réserve de la taille de la population étudiée). A la fin de la
période de suivi, nous retrouvons une différence significative en termes de progression du
handicap (p<0.001). Il n’a pas été mis en évidence de différence entre les deux groupes
concernant l'activité inflammatoire, basée sur des parametres cliniques (intervalle entre la

premiere et seconde poussée, nombre de poussées les trois premiéres années).

Dans la mesure ol nous utilisons la technique de référence pour le dosage des IgM, que ce
soit au niveau du sérum ou du LCR, la méthodologie ne peut étre critiquée. Les IgM
subissent le méme traitement afin de doser des monoméres et non des pentameres et
I'ensemble de la solution est dilué, permettant d’harmoniser les propriétés de I'échantillon
(le sérum et le LCR ne présentant pas les mémes propriétés du fait de leur teneur en
protéine essentiellement). Le faible nombre de patients inclus, en particulier dans le groupe

DEF, ne permet pas de travailler ces résultats sur le plan statistique. Cependant, il semble se
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dégager une tendance concernant l'index IgM entre les groupe FAV et DEF justifiant
d’augmenter |'effectif de nos deux groupes. Le but de cette augmentation d’effectif serait de

réaliser également des études multivariées.

La recherche d'une corrélation entre progression du handicap (au travers de I'EDSS) et index
IgM, ou entre activité inflammatoire au début de la maladie et index IgM, ne peuvent étre

analysées de facon fiable sur le plan statistique au vu de la taille de notre population.

On constate que les index IgM mesurés dans le LCR de nos patients en utilisant la technique
de référence, sont nettement inférieurs aux taux décrits dans la littérature. En effet, nous
ne retrouvons aucun patient au dessus de 0,2 et la quasi-totalité des patients (11/13)
présentent des index IgM au dessous de 0,1 décrit comme le seuil de positivité dans certains
travaux (Perini and al, 2006 ; Villar LM and al., 2012). Ce point souleve le probléme des seuils
utilisés dans la littérature ou les justifications restent obscures. En effet, a la différence de
I'index IgG, il n’y a actuellement aucune norme définie concernant les IgM et la littérature

reste quasi-inexistante sur ce sujet.

Certaines équipes ont publié des résultats contradictoires avec ceux précédemment publiés
par I'équipe de Villar. Leurs travaux sont critiquables sur le plan méthodologique du fait
d'une collecte de données téléphonique, directement auprés du patient ou de sa famille
(Schneider R. and al., 2007; Stauch c. and al. 2010). Cependant les travaux de I'équipe de
Stauch sont intéressants et soulignent I'absence de valeur seuil concernant l'index IgM
(Stauch C. and al. 2010). Leur travail s’est appuyé sur le diagramme de Reiber établi sur une
base de 4 100 patients. Cette étude se base sur les index IgM au sein d'une population de
SEP dgée de moins de 16 ans et ne met pas en évidence les corrélations précédemment
décrites par I'équipe de Villar. Elle retrouve méme une corrélation inverse. Les auteurs vont
méme jusqu'a reprendre les données de I'équipe de Villar afin de démontrer qu'en utilisant
le diagramme de Reiber, ils modifient les attributions de groupe pour certains patients et
obtiennent ainsi un faux négatif (1/12) et des faux positifs (4/10). En recalculant alors les
EDSS des patients en fonction de cette nouvelle répartition, il n'est pas mis en évidence de

différence entre les 2 groupes (Fig. 32).
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Figure 32 : Diagramme de Reiber. Les cercles représentent les patients de I'équipe de Villar dit

sans BOM (n=12) ; les carrées représentent les patients avec BOM (n=10). D’apreés Stauch C. and
al. 2010.

Il est important de souligner que I’équipe de Stauch a travaillé chez I'enfant. Or, il a été mis
en évidence une différence des seuils pathologique pour les index IgG et IgM en fonction de
I'age, conséquence d'une augmentation du quotient Albumine en lien avec un
développement physiologique normal. Cet élément est important a garder a I'esprit lors des
travaux consistant a définir les valeurs seuils pour les index IgM.

Le profil IgM est retrouvé dans 57 a 67% des SEP pré-pubéres ou survenant durant la
puberté contre 41% chez I'adulte (le profil 1gG reste stable et fiable quel que soit I'dge du
patient) (Reiber H. and al., 2009). Ce point souléve la question de la stabilité du profil IgM
dans le temps et du lien avec I'activité inflammatoire de la pathologie indépendamment de

la progression du handicap et des mécanismes immunologiques sous-jacents.

La revue de la littérature présentée en introduction montre que les données publiées sur
I'intérét pronostique de I'index et du profil oligoclonal d’IgM émanent trés majoritairement
de la méme équipe, celle de Villar (département d’immunologie, hopital Ramon y Cajal,
Madrid, Espagne). Si nous revenons sur ces travaux en particulier, il est génant de constater
que tres peu d'équipes ont réussi a retrouver des résultats similaires concernant le profil IgM

intrathécal. En effet, les quelques équipes ayant publié des résultats similaires ont travaillé
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avec |'équipe de Villar, en particulier sur le plan technique (exception faite du travail de
I’équipe de Sola P. en 2010). Concernant l'index IgM, plus facile a étudier car utilisant une
technique de référence pour son dosage (la néphélémétrie), une autre équipe a mis en
évidence une corrélation entre un taux élevé d'lgM et I’évolution péjorative de la SEP (Perini
P. and al., 2006) mais avec des évolutions moins péjoratives que dans les travaux de Villar. La
guestion de la prise en charge thérapeutique des patients est une variable importante a
prendre en compte dans ces études de cohorte a visée pronostique et peut expliquer, au

moins en partie, les différences pronostiques mises en évidence entre ces deux travaux.

Concernant les criteres d’inclusion du groupe DEF, la nécessité d’'une activité inflammatoire
I'année précédent l'inclusion au travers la présence d’au moins une poussée clinique peut
étre discutée. Ce point est responsable d’un biais thérapeutique majeur nécessitant
d'augmenter la taille de I'échantillon pour s'en affranchir. De plus, les patients présentant
une activité inflammatoire élevée bénéficient généralement de traitements plus agressifs
entrainant une activité inflammatoire clinique moins marquée pouvant entrainer |’exclusion
de ces patients cependant sévére.

Il aurait été préférable de rechercher une activité inflammatoire élevée dans les premiers
temps de la pathologie. Le patient alors vierge de tout traitement, I’étude se serait située a
proximité de la ponction lombaire permettant une évaluation a court et moyen terme de
I'activité inflammatoire en fonction de l'index IgM. En effet, la persistance du profil IgM
reste a démontrer au long cours.

Dans un second temps, une fois le lien entre index IgM et activité inflammatoire/progression
du handicap confirmé (déja mis en évidence dans la littérature (Perini P. and al., 2006)), nous
aurions pu nous placer plus a distance de la ponction lombaire afin de définir si I'index IgM
exercait un influence similaire au long cours sur ces deux variables plus ou moins

indépendamment via une étude multivariée.

L'ensemble des patients appartenant au groupe DEF présentait au final une forme SP de SEP
a l'inverse du groupe FAV qui ne comporte que des patients présentant une forme RR.
Sur ce dernier point, nous avons réussi a séparer des patients présentant des formes

distinctes de SEP connues pour leur évolution plus ou moins sévére. Cela peut cependant
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constituer un troisieme biais: le type de SEP influence t-il I'index IgM? Ce point n'a pas été
étudié jusqu'a présent. Mais des travaux ont été publiés sur les profils IgM mettant en avant
une fréquence plus élevée de BOM (60%) dans le groupe SP que dans le groupe RR (31%)
(Villar LM. and al, 2009).

En définitive, les publications actuelles manquent de validations issues de travaux
indépendants, indispensables a la validation de données scientifiques. De plus, I'équipe de
Villar reste évasive sur la méthodologie utilisée ainsi que I'origine des valeurs seuils avancées

concernant I'index IgM.
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10. PERSPECTIVES

Nous souhaitons augmenter la taille de nos deux groupes afin de confirmer ou non la
tendance qui semble se dégager entre le groupe FAV et DEF concernant les seuils d’index
IgM. Pour cela nous allons revoir nos criteres d’inclusion et nous concentrer sur la
progression du handicap entre 2 groupes ne présentant aucune différence significative en
termes de données démographique et d’activité inflammatoire clinique initiale (sur les trois
léres années).

D’autre part, nous allons chercher a comparer les patients présentant une activité
inflammatoire clinique initiale importante a un groupe de patient sans activité inflammatoire
clinique initiale afin de comparer I'index IgM entre ces 2 groupes. Pour cela, nous allons
considérablement augmenter linclusion de patients, permettant de réaliser des études
multivariées et ainsi de nous affranchir au mieux des différents biais (thérapeutique entre
autres).

L'étude de ces différents points permettra de définir si I'index IgM est corrélé a la
progression du handicap et/ou a l'activité inflammatoire au début de la maladie et si oui sur

combien de temps.

Nous avons décidé de ne pas intégrer de données d’imagerie dans un premier temps car un
protocole de suivi similaire pour tous les patients est nécessaire et dans le cadre de ce travail

rétrospectif cela n’est pas possible.

Dans un second temps, aprés avoir recruté de nouveaux patients, nous rechercherons des
BOM chez ceux présentant une forte chance de synthése intrathécale d’lgM au vu du
diagramme de Reiber nous permettant ainsi de mettre au point notre technique

d’isofocalisation.
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11. CONCLUSION

La recherche du profil oligoclonal d’IlgM dans le LCR reste actuellement au stade de
recherche clinique apreés 10 ans de travaux conduits par I'équipe de LM Villar. De
nombreuses équipes ont travaillé sur la mise en évidence de ce profil. Cependant une seule
a pu confirmer ces résultats (Sola P. and al., 2010) en I'absence de collaboration évidente
avec I'équipe de Villar.

Les travaux s’orientent vers la recherche d’un lien entre I'index IgM et le pronostic évolutif
de la pathologie a plus ou moins long terme. Mais les résultats sont encore débattus et des
travaux complémentaires robustes sont indispensables en vue, entre autres, de définir des

valeurs seuils actuellement non disponibles.
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> Les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4" sont
impliqués dans le maintien de la tolérance péri-
phérique et la prévention des maladies auto-
immunes. lls régulent également les réponses
immunes observées dans les allergies, les greffes,

les cancers et les maladies infectieuses. Les

lymphocytes T ne forment pas une population
homogene, et plusieurs sous-populations de Treg
ont été isolées. U'objectif de cette revue est
de discuter certains aspects marquants de la
biologie des Treg naturels (nTreg), concernant
notamment leur caractérisation, leurs principaux
roles dans I"homéostasie physiologique et dans
certaines pathologies ainsi que leurs mécanismes
d’action. Enfin, nous terminerons cette synthese
par la présentation des Treg induits (iTreg). <

Le systéeme immunitaire peut discriminer une grande
variété d’antigenes du soi et du non-soi. Des méca-
nismes de contrdle sont nécessaires afin de moduler
P'activité des cellules effectrices et éviter le déclenche-
ment d’une réaction immunitaire inadaptée contre les
antigeénes du soi. U'existence d’un systeme de régulation
a été suggérée deés les années 1970 [1], mais il faut
attendre les années 1990 pour que soit identifiée une
population de lymphocytes T (LT) CD4* dits régulateurs
(Treg), capables de moduler I'activité d’une grande
diversité de cellules des systémes immunitaires inné et
adaptatif. Les travaux de ces 15 dernieres années ont
permis d’isoler plusieurs populations de Treg, qui se
distinguent par leur origine, leurs marqueurs de surface
et leurs fonctions. Les Treg les mieux connus et les plus
étudiés sont les lymphocytes T naturels CD4*CD25*FOXP3*
d’origine thymique. Leur implication dans de nombreux
contextes physiologiques ou pathologiques a été clai-
rement établie. Par ailleurs, on peut également citer les
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lymphocytes Trl producteurs d’interleukine (IL)-10 et les T helper de
type 3 (Th3) producteurs de TGF-P (transforming growth factor-f3),
également classés parmi les Treg. Il apparait que les Treg jouent un rdle
central dans les maladies auto-immunes, 'allergie, les infections chro-
niques, la croissance tumorale et la transplantation [2].

Origine des Treg

Lexistence des Treg a été suggérée en observant le role central du
thymus dans le développement d’une population de lymphocytes T
régulatrice [3, 4]. Les progéniteurs immatures, ancétres des lympho-
cytes T et issus de la moelle osseuse, migrent dans le thymus ou ils se
différencient. A la fin de cette différenciation T, les cellules les plus
autoréactives sont éliminées. Certaines peuvent échapper a cette
sélection et coloniser la périphérie. Différents mécanismes de tolé-
rance périphérique vont alors participer a la prévention des maladies
auto-immunes et les Treg jouent un réle majeur dans ces mécanismes.
Les Treg ne sont pas une population homogene et unique. Il est admis
que les Treg issus du thymus sont dits naturels (nTreg) et dépendent
de l'interleukine-2 pour leur survie. De nombreuses expériences ont
montré que des lymphocytes T aux fonctions régulatrices pouvaient
également étre induits (iTreg) en périphérie a partir de lymphocytes T
conventionnels naifs. Uenvironnement cytokinique (IL-10 et TGF-[3 en
particulier) est essentiel a la production et a I'induction de ces Treg
induits (Figure 1).

Caractéristiques des Treg naturels (nTreg)
Au fil des années, plusieurs marqueurs plus ou moins spécifiques

des Treg ont été caractérisés. Historiquement, ces lymphocytes ont
d’abord été identifiés par le phénotype peu spécifique CD5™" (en



Effets déléteres :
- Inhibition de la réponse

immunitaire antitumorale

Effets partagés :

- Prévention d’une réaction inadaptée du
systéme immunitaire lors des infections aigués
+ Augmentation du risque d’infection chronique

Figure 1. Les lymphocytes T régulateurs, une population aux multiples facettes.

1985) ou CD45RC™® (en 1990). €n 1995, S. Sakaguchi et al. [5] ont
permis un progrés décisif en identifiant a leur surface le marqueur
CD25 (chaine o du récepteur de I'IL-2), marqueur plus spécifique
encore utilisé aujourd’hui. €n effet, les résultats montrent que la
déplétion, chez la souris, des cellules CD4*CD25" conduit au dévelop-
pement de maladies auto-immunes, suggérant que les cellules CD25
régulent la réponse inflammatoire et que I'lL-2 est indispensable au
maintien de ces cellules [1, 5]. Ce marqueur fut le seul utilisé pendant
pres de 10 ans pour reconnaitre les Treg. Son inconvénient majeur est
d’étre également exprimé a la surface des lymphocytes T effecteurs
(Teff) activés, quoique généralement a des niveaux plus faibles que
sur les Treg. Ainsi, le phénotype (D25 est retenu pour isoler les
Treg, mais un marquage plus spécifique devenait nécessaire. &n 2003,
plusieurs équipes montrent que le facteur de transcription FOXP3
(forkhead box p3) est exprimé par les Treg [6]. Le géne FOXP3 est
essentiel au développement des Treg comme en témoigne la survenue
chez I’lhomme du syndrome IPEX!, un tableau auto-immun survenant
lorsque ce facteur est muté. De fait, FOXP3 joue un role central dans la
différenciation et le maintien des Treg. Il est admis que les nTreg sont
de phénotype CD4"CD25*FOXP3*. Chez la souris, ce marquage est spé-
cifique des Treg. Cependant, chez I’homme, il a été montré récemment
que les Teff peuvent exprimer faiblement et transitoirement FOXP3 lors
de leur activation [7].

Afin d’optimiser I'identification des nTreg, de nombreux autres mar-
queurs peuvent étre utilisés en combinaison avec (D25 et/ou FOXP3. Le
CD127 (chafne o du récepteur de I'IL-7) par exemple n’est pas ou peu
exprimé par les Treg [8]. De méme, Iexpression de CD45RA permet de
différencier les Treg au repos (CD45RA*FOXP3f€) ou activés (CD45RA"
FOXP3™) de Teff exprimant faiblement FOXP3 (CD45RA") [2, 91. Les
Treg CD4*FOXP3" présentent certains des marqueurs de LT activés : ils
expriment plus fortement a leur surface des marqueurs d’activation
tels que CD5, CD25, CD44, (D103, CTLA-4 ou le GITR (glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor [TNF] receptor). Les nTreg présentent
aussi des marqueurs absents de la surface des Teff tel que GARP
(glycoprotein A repetitions predominant) [10].

VIPEX : immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked.
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{ Effets bénéfiques :
- Prévention des maladies
I auto-immunes
| « Prévention du rejet de greffe
'+ Prévention des allergies

Réle physiopathologique
des Treg

Treg et maladies
auto-immunes

L’absence de Treg entraine,
chez ’animal comme chez
I’lhomme, un syndrome auto-
immun témoignant du réle
central des Treg dans la pré-
vention d’une autoréactivité
pathogéne [11, 12]. Uauto-
immunité peut donc étre défi-
nie comme une rupture de
tolérance au soi, dont "origine est probablement multi-
factorielle (génétique, infectieuse, environnementale).
Chez ’homme, de nombreuses maladies auto-immunes
seraient associées a un déficit quantitatif ou qualitatif
des Treg [13]. Le nombre de Treg est un facteur essen-
tiel au maintien de I"'homéostasie, et une quantité ina-
daptée de ces cellules peut faire pencher la balance en
faveur des Teff autoréactifs. De maniére intéressante,
une augmentation de Treg a été observée dans les tissus
cibles de patients atteints de sclérose en plaques, de
polyarthrite rhumatoide ou de psoriasis, suggérant que
le défaut de régulation dans les tissus inflammatoires
serait lié a un déficit fonctionnel des Treg. Lactivité
et la fonctionnalité des Treg sont difficiles a évaluer et
reposent le plus souvent sur des expériences de cocul-
tures in vitro de Treg et de Teff. La fonction des Treg est
analysée par I'inhibition de la prolifération des Teff et
par la production de cytokines anti-inflammatoires,
telles que I’IL-10 et le TGF-P. Ces déficits fonctionnels
des Treg sont encore mal compris et relévent proba-
blement de facteurs intrinseques (contacts cellulaires
insuffisants, défauts de transduction du signal ou des
mécanismes de suppression), mais également extrin-
séques (balance inadaptée entre cytokines pro- et
anti-inflammatoires, résistance des Teff a I'action des
Treg) [13]. La connaissance de ces mécanismes pour-
rait permettre de développer de nouvelles approches
thérapeutiques visant a restaurer le phénomene de
tolérance.

Treg et cancer

Uimmunologie appliquée a la cancérologie a bénéfi-
cié ces dernieres années de progres significatifs. La
mise en évidence d’antigénes associés aux tumeurs
pourrait ouvrir la voie a de nouvelles approches thé-
rapeutiques visant a induire ou @ majorer la réponse
immunitaire contre les cellules tumorales. Des travaux
récents ont confirmé que certains Treg reconnaissent
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spécifiquement les antigénes associés aux tumeurs et peuvent sup-
primer la réponse immune dirigée contre les cellules tumorales. De
méme, un nombre anormalement élevé de Treg a été detecté dans
le sang, les tumeurs et les ganglions drainants de patients atteints
de mélanome, de lymphome de Hodgkin et de différents carcinomes.
Cette observation est corrélée a un mauvais pronostic. Il a été montré
que ces Treg sont de phénotype mémoire et inhibent tres tot la réponse
immune antitumorale [14]. Uimplication néfaste des Treg a également
été évoquée dans plusieurs modeéles animaux chez lesquels la déplé-
tion des cellules CD25%" permet d’obtenir une régression tumorale. De
méme, I'injection d’une suspension de cellules CD4* dont on a éliminé
les Treg pourrait entrafner une réponse antitumorale efficace [15,
16]. Ces découvertes permettent d’envisager aujourd’hui de nouveaux
traitements plus spécifiques ayant pour but de stimuler une réponse
effectrice aux dépens de la réponse régulatrice. Cette démarche est
actuellement testée dans plusieurs protocoles cliniques en cours
d’essais.

Dans la transplantation d’organe

La transplantation d’organe a également bénéficié des progres de
limmunologie. Le contrdle du rejet reste la principale priorité et
repose pour le moment surtout sur l'utilisation d’immunosuppres-
seurs qui minimisent la réaction des Teff allogéniques dirigée contre
les antigénes du greffon. Toutefois, ces traitements occasionnent
d’importants effets indésirables et n’'empéchent que partiellement le
rejet chronique, qui représente toujours la principale cause d’échec de
greffe. Dans plusieurs modeéles animaux, la déplétion des Treg entraine
une perte rapide du greffon, tandis que leur transfert adoptif permet
une survie prolongée de la greffe. Chez ’lhomme, un nombre important
de Treg a été trouvé dans des biopsies ou dans les urines de patients
faisant un rejet aigu de greffe de cceur et de rein respectivement. Ces
observations suggérent que les Treg agissent en réponse a 'activité
des Teff responsables du rejet. Par ailleurs, d’autres travaux rap-
portent un taux de Treg significativement bas dans le sang de patients
ayant un rejet chronique de greffe de foie. Ainsi, le résultat de la greffe
(tolérance ou rejet) dépend probablement de la balance entre Teff
allogéniques et Treg [17].

Treg et maladie du greffon contre I’hdte

Le role des Treg a également été caractérisé dans la maladie du
greffon contre I’hote (GVHD), complication redoutable des greffes de
cellules souches hématopoiétiques [18]. Lors de cette complication,
les Teff compétents du donneur déclenchent une réponse immunitaire
contre les antigénes du receveur. Cette réaction peut étre prévenue par
le transfert de Treg. A ce titre, des stratégies d’induction ou de théra-
pies cellulaires semblent aujourd’hui prometteuses [18].

Treg et infections chroniques

Dans des modeles animaux d’infections par Candida, Pneumocystis,
Leishmania ou Listeria, il semble que le nombre de Treg soit aug-
menté dans le sang et les organes infectés. Chez I"homme, certaines
infections virales (virus de I’hépatite C et de I"immunodéficience
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humaine notamment) s’accompagnent d’une expansion
dérégulée du compartiment des Treg ainsi que d’une
augmentation des cytokines anti-inflammatoires [19].
Ainsi, les Treg semblent contréler la balance entre
une réponse anti-infectieuse efficace et une réaction
inflammatoire délétére. En effet, dans les infections
chroniques, la stimulation continue du systéme immu-
nitaire aboutirait, en I"absence de régulation, a une
expansion disproportionnée des Teff spécifiques du
pathogeéne. Toutefois, I’origine de I"augmentation des
Treg dans ces infections reste encore controversée,
méme si quelques études suggerent que certains patho-
genes favoriseraient I’expansion des Treg pour échapper
au systéme immunitaire [19].

Treg et allergie

Uallergie résulte principalement de I’action des Teff
Th2, ce qui explique I’augmentation des IgE. Il a été
montré que ces phénomenes étaient corrélés a une
diminution fonctionnelle des Treg, expliquant le désé-
quilibre en faveur d’une réponse pro-inflammatoire.
Plusieurs modéles ont déja montré que la restauration
de I’équilibre entre Teff et Treg permettait de diminuer
le phénomeéne d’allergie [2, 20].

Mécanismes des fonctions suppressives
des nTreg

Les nTreg naifs qui ont quitté le thymus vont coloniser
les tissus lymphoides et certains tissus non lymphoides
(graisse, peau, foie). lls peuvent exercer leur fonction
suppressive dans ces deux types de tissus. Ils représen-
tent environ 10 % des lymphocytes T CD4 périphériques
[7]. Lors de la rencontre avec un antigéne, les nTreg
s’activent et expriment des récepteurs de chimiokines
et des molécules d’adhésion leur permettant de quitter
le ganglion et de migrer vers les tissus inflammatoires
ol ils exercent leurs fonctions suppressives. Il existe de
nombreux mécanismes suppresseurs (Figure 2), et nous
allons décrire les principaux.

Production de cytokines ou métabolites toxiques
LIL-10 et le TGF-[3 sont des cytokines essentielles aux
nTreg pour I'exercice de leurs fonctions suppressives.
Outre son activité suppressive, le TGF-B est important
pour le développement des iTreg (voir plus loin).

Chez la souris, I’IL-35 semble également jouer un rdle
suppresseur. Il s’agit d’une protéine hétérodimérique
composée de la chaine p35 de I'lL-12 et d’€bi3 (Eps-
tein-Barr virus induced gene 3). Son expression par les
nTreg est sous le contrdle de Foxp3 [21]. Les nTreg défi-
cients en p35 ou Ebi3 ont des capacités suppressives
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réduites in vitro et sont incapables de contrdler les pathologies
inflammatoires de Iintestin.

L’HO-1 (heme oxygenase-1) produite par les nTreg permet de catalyser
la formation de monoxyde de carbone a partir d’héme. Ceci permet de
limiter la production d’IL-2, une cytokine indispensable a la prolifé-
ration des lymphocytes T [22]. De fagon similaire, le CD39 et le CD73
(deux ectoenzymes qui catalysent la formation d’adénosine) exprimés
a la surface des nTreg permettent la production d’adénosine a partir
d’ATP et d’ADP extracellulaires [23]. Uadénosine est capable d’inhiber
les Teff par I'intermédiaire du récepteur A2A de ces derniers.

Interaction des nTreg avec les Teff

In vitro, il a été démontré que les nTreg sont capables de bloquer la
prolifération des Teff en I’absence de cellules présentatrices d’anti-
gene, confirmant un effet direct des nTreg sur les Teff, entre autres
grdce @ PAMPc [24, 25].

Les nTreg sont également capables de lyser directement les Teff en
libérant du granzyme B et de la perforine [26]. D’autres travaux
ont également montré que I'interaction nTreg/Teff permet d’induire
I"apoptose via le facteur proapoptotique Bim exprimé par les Teff. De
fait, les Teff déficients en Bim sont capables de résister a la suppres-
sion exercée par les nTreg.

Enfin, les Treg activés expriment fortement le CD25, récepteur a I'IL-2
de haute affinité. Les Treg peuvent capturer I'lL-2 présente dans le
milieu et, par compétition, en priver les Teff. De plus, I'IL-2 est utilisée
par les Treg pour favoriser leur survie [27]. €n pathologie humaine, les
déficits en CD25 entrafnent des syndromes inflammatoires lymphopro-
lifératifs associés a des atteintes auto-immunes, indiscernables du
syndrome IPEX.

Interaction des nTreg avec les cellules présentatrices d’antigéne

Linteraction des nTreg avec les cellules présentatrices d’anti-
gene induit de profondes modifications altérant la capacité de
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Figure 2. Mécanisme des fonctions suppressives
des nTreg. (1) Lyse des Teff via une produc-
tion de granzyme et de perforine ; (2) liaison du
CTLA-4 avec CD80/86 induisant une diminution des
capacités activatrices de la cellule dendritique
(DC) (diminution de la présentation antigénique,
production de cytokines anti-inflammatoires,
production d’ID0) ; (3) métabolite toxique pour
les Teff ; (4) compétition dans la liaison au CMH Il
entre Treg et Teff (liaison de LAG3 au CMH |1, plus
stable que Ia liaison du TCR au CMH I1) ; (5) cap-
ture de I'IL-2 via le CD25 permettant de limiter
I’expansion et la survie des Teff ; (6) production
d’adénosine via la dégradation de I’ATP/ADP par le
CD39/73 permettant d’inhiber les Teff ; (7) induc-
tion de iTreg via la production de TGF-f3.

ces derniéres a activer les lymphocytes T CD4" naifs.
Différents mécanismes, comme le blocage de la pré-
sentation antigénique et de la maturation des cellules
dendritiques, concourent a cet effet.

Les nTreg induisent également la production de facteurs
suppresseurs par les cellules dendritiques comme I’IDO
(indoléamine 2,3-dioxygénase) apres I'interaction du
CD80/86 avec le récepteur inhibiteur CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4). 'IDO entraine le catabolisme
du tryptophane en un métabolite toxique pour les Teff.

Caractéristiques des Treg induits (iTreg)

Les iTreg se différencient en cellules suppressives a
la périphérie. Cette différenciation se fait a partir de
lymphocytes T CD4" naifs et dépend du milieu cytoki-
nique, de I’activation antigénique et de la coexistence
d’autres cellules. Les iTreg ne sont pas homogenes
et sont difficiles a caractériser in vivo en raison de
I"absence de marqueurs spécifiques. Deux populations
semblent toutefois mieux caractérisées : les iTreg
FOXP3* et les Trl.

Les iTreg FOXP3+

In vitro, la culture de lymphocytes T CD4" naifs avec du
TGF-PB permet d’induire des lymphocytes T aux fonctions
suppressives et au phénotype proche des nTreg. €n
effet, ces iTreg sont de phénotype CD25°FOXP3". In vivo,
ces iTreg seraient abondants dans I'intestin. Il semble
que dans ce tissu, 'action conjointe du TGF-f3, des
cellules dendritiques CD103" et de I’acide rétinoique
permet d’induire des iTreg essentiels au maintien
de la tolérance, notamment vis-a-vis des antigénes
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Figure 3. Effets suppresseurs de IL-10. (1) Inhibition des Teff ; (2) diminution de I’expression du CMH 1/1] et
du CD80/86 sur les cellules dendritiques ; (3) induction de iTreg a partir de lymphocytes T naifs ; (4) orien-
tation de la commutation de classe des lymphocytes B (LB) vers une production d’lgG4 plutdt que d’Ig€ ; (5)

différenciation de lymphocytes T naifs en Trl.

alimentaires et de la flore commensale du tube digestif. Parmi ces
iTreg, soulignons "existence des Th3, une population régulatrice pro-
duisant de grandes quantités de TGF-3 et particuliérement importante
pour les tissus en contact avec Ienvironnement (en particulier les
muqueuses respiratoires et digestives).

Les Trl

Cette population a été découverte en 1997 lors de la stimulation de
lymphocytes T CD4* naifs par I'antigéne ovalbumine en présence d’IL-
10. Son profil cytokinique est défini, apres activation, comme étant IL-
10, TGF-fert, IL-5frt, |FN-yfaible || -2faible et || -4-. Cependant, selon
leur mode d’induction, il peut exister quelques variations. De maniere
consensuelle, il est admis que cette population produit de I'IL-10 et
ne produit pas d’IL-4, ce qui la distingue des Th2 [28]. L'IL-10 est une
cytokine anti-inflammatoire particulierement importante dans les
mécanismes de tolérance au niveau des tissus d’interface avec "envi-
ronnement. €n effet, il a été montré in vivo que les souris déficientes en
IL-10 développent spontanément un tableau de colite, réversible avec
’administration de Trl. Les Trl ont la particularité de migrer aux sites
inflammatoires sans activation antigénique préalable. Les Trl activés
produisent de I’IL-10 et expriment différents marqueurs - CD40L, CD69,
(D28, CTLA-4 et HLA-DR - communs aux nTreg. L'IL-10 est la cytokine
clé grace a laquelle les Trl exercent leurs fonctions suppressives par
un effet indirect dit bystander, in vitro et in vivo (Figure 3). D’autres
mécanismes comme la production de TGF-[3, ainsi que certains signaux
issus de contacts cellulaires passant par le CTLA-4, le TGF-3 membra-
naire, le GITR et le PD-1 (programmed death receptor-1) participent
aux fonctions suppressives des Trl dans certaines conditions [29, 30].
L'IL-10 inhibe la production de chimiokines, molécules influencant la
migration des LT, et des cytokines proinflammatoires par les cellules
présentatrices d’antigenes. €lle entraine une diminution de I'expres-
sion du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | et Il et
des molécules de costimulation comme le CD80/CD86 et le CD58 sur les
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cellules dendritiques. Ces diffé-
rents mécanismes permettent de
stopper "activation des Teff naifs,
d’induire une anergie des Teff
activés et d’activer ou d’induire
d’autres Treg.

Conclusion

Depuis leur redécouverte en 1995,
les Treg ont fait I"objet de milliers
de publications. La découverte
de leur implication dans de nom-
breux processus physiologiques
et pathologiques, I'identification
de certains marqueurs et la com-
préhension de leurs mécanismes
de suppression, permettent d’en-
trevoir aujourd’hui leur potentiel
thérapeutique. Leur utilité thé-
rapeutique est déja en cours d’évaluation dans diffé-
rentes pathologies comme les hémopathies malignes
ou, de fagon plus récente, dans les maladies auto-
immunes. Les résultats sont prometteurs, mais diffé-
rents obstacles restent a franchir avant une utilisation
thérapeutique en routine. ¢

SUMMARY

Regulatory T lymphocytes CD4": current issues
Regulatory T cells (Treg) are involved in the mainte-
nance of peripheral tolerance and in the prevention of
autoimmune diseases. They are also essential to the
regulation of immune responses observed in allergy,
transplantation, cancers and infectious diseases. Most
of Treg, called natural, differentiate in the thymus and
are defined by their expression of CD4, CD25 and the
transcription factor FOXP3. However, another population
of Treg induced in the periphery has been recently char-
acterized and appears to play an important role as well.
In this review, we will discuss certain aspects of Treg,
concerning notably their characterization, their role in
normal and disease states, their mechanisms of action.
Finally, we will discuss the significance of induced Treg. ¢
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> Les lymphocytes T régulateurs (Treg) ont un rdle
fondamental dans le maintien de la tolérance
immunitaire. Des déficits qualitatifs ou quan-
titatifs de ces cellules ont été mis en évidence
dans les maladies auto-immunes. La thérapie
cellulaire par administration de Treg pourrait
avoir un effet a long terme. Elle semble donc
étre une approche séduisante et innovante, ce
d’autant que les traitements usuels des mala-
dies auto-immunes sont souvent non curatifs, et
doivent étre administrés de facon répétée. Des
résultats encourageants ont montré que le trans-
fert de Treg naturels (nTreg) CD4"CD25Foxp3* ou
de certains Treg induits (iTreg) in vitro permettait
de ralentir I"évolution de ces pathologies dans
des modeles murins. objectif de cette revue est
de faire un état des lieux sur ces nouvelles thé-
rapies et d’en discuter le potentiel thérapeutique
et leurs limites. <

Maladies auto-immunes et lymphocytes T
régulateurs (Treg)

’équilibre entre les lymphocytes T (LT) CD4* effec-
teurs ou conventionnels (Teff) et les lymphocytes T
régulateurs (Treg) est indispensable au maintien de
la tolérance immunitaire. Les maladies auto-immunes
se développent lorsque cette tolérance est rompue
chez des patients ayant une prédisposition génétique.
Des facteurs environnementaux ou immunologiques
peuvent €tre impliqués dans le déclenchement de
ces pathologies. Par exemple, une réactivité croisée
entre certains autoantigénes et des (L) yoir particle de
M. Mirabel et al., m/s
n°6-7, juin-juillet
2012, page 633

antigenes microbiens serait un des
mécanismes expliquant I"apparition
d’une auto-immunité (=) [32].

La mutation de certaines molécules
régulant négativement I'activité des LT, telles que le
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), peut égale-
ment entrainer I’apparition de maladies auto-immunes.
Les thérapies visant a restaurer la fonctionnalité ou le
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1G. Boursier et A. Siri ont contri-

L bué de fagon équivalente a cet
nombre des Treg in vivo dans un cer- gon €

. . . article.
tain nombre de pathologies pourraient
donc étre envisagées dans le futur. Lutilisation de ces cellules est éga-
lement envisageable lors des transplantations, comme traitement de la
maladie du greffon contre I’hdte et dans I’allergie [2-4, 31].
+ Dans le diabete de type 1, la réponse effectrice auto-immune dirigée
contre les cellules 3 des flots de Langerhans du pancréas conduit a la
destruction de ces cellules. Chez les souris NOD (non obese diabetic),
modele murin de diabete de type 1, la déplétion ou I'altération des
Treg entraine une destruction accélérée des cellules 3 des Tlots [4].
A Vinverse, la maladie ne se développe pas si I’on transfere des Treg
spécifiques d’antigénes de ces mémes cellules [5].
« Dans le lupus érythémateux disséminé, il existe un déficit quantitatif
et qualitatif en Treg, qui sont plus susceptibles a I"apoptose induite
par Fas (ou CD95) [6]. Le transfert de Treg dans un modéle de souris
lupique, avant et apres le développement de la maladie, entraine un
ralentissement de I’évolution de la pathologie [7].
« Les souris ayant recu des Treg simultanément a I'induction expéri-
mentale d’une encéphalite auto-immune, qui représente un modele
murin de sclérose en plaques, sont protégées de I’apparition de la
pathologie, et I’infiltration du systéeme nerveux central par des cellules
inflammatoires y est moindre. Le transfert de Treg chez des souris

Voir le premier article de cette série de deux articles : Siri A, de Boysson H, Boursier G. Med Sci (Paris)
2012 ; 28, n°® 6-7, pages 646-51 [31].
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-

Isolement des nTreg

Isolement des LT CD4*

Jﬁ

-

Figure 1. Principe de la thérapie cellullaire. Actuellement, deux protocoles de thérapie cellulaire autologue
sont utilisés en essai clinique dans les maladies auto-immunes. Les étapes sont : (1) isolement, purification

et amplification des nTreg du patient et réinjection ; (2) induction puis sélection des iTreg spécifiques d’anti-

genes a partir des LT CD4* du patient et réinjection.

déficientes pour le géne codant pour I’lL(interleukine)-10, une cyto-
kine régulatrice, ne montre pas la méme efficacité, suggérant que
cette cytokine intervient dans la protection qu’exercent les Treg contre
I’encéphalite auto-immune expérimentale [10].

« Limplication des Treg a également été démontrée dans des modéles
expérimentaux d’auto-immunité comme la polyarthrite rhumatoide,
la polymyosite et le psoriasis ; le transfert de Treg CD4°CD25" peut y
montrer une diminution de la sévérité de la pathologie [9, 10].

« Uimmunité locale de 'intestin est finement régulée afin de permettre
une réponse adaptée contre les agents pathogenes, tout en épargnant
la flore commensale et les antigenes alimentaires. La maladie de
Crohn est due a une dérégulation de cette immunité - principalement
envers les antigenes de la flore intestinale - qui est responsable d’une
colite inflammatoire. Chez ces patients, I’étude de biopsies de colon a
révélé un taux élevé de Treg Foxp3* dans la lamina propria. Les Treg de
la lamina propria ont la propriété de sécréter de I’lL-10, une cytokine
anti-inflammatoire qui semble étre un élément clé de la régulation de
Pinflammation du cdlon chez la souris [8].

Ces expériences établissent I'importance des Treg dans le contrdle de
la réponse auto-immune ainsi que du cas particulier de la maladie de
Crohn ; ces cellules pourraient donc représenter une thérapie cellulaire
d’avenir pour la restauration de la tolérance immunitaire dans les
maladies auto-immunes ot les Treg sont le plus souvent quantitative-
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Induction des iTreg
et sélection des iTreg spécifiques d'Ag

=N

Réinjection au patient

ment et/ou qualitativement
déficitaires. De nombreux tra-
vaux ont permis de développer
des méthodes d’isolement et
d’amplification ex vivo des
Treg de patients en vue de leur
utilisation, le plus souvent de
maniére autologue (Figure 1),
pour restaurer ou induire la
tolérance.

Contrbles qualité La thérapie cellulaire par
Treg

Dans des modeles murins
d’auto-immunité, le trans-
fert adoptif de Treg permet
d’obtenir de nettes améliora-
tions cliniques [10]. In vitro,
les capacités suppressives
des Treg dépendent de leur
activation via le TCR (T cell
receptor), suggérant que les
Treg spécifiques de I'antigene
sont plus efficaces que des
Treg polyclonaux [11]. On peut
penser que ces thérapies cel-
lulaires seraient d’autant plus
efficaces que les Treg seraient
purs, stables dans leur fonction et a longue durée de
vie. Différentes stratégies d’isolement et/ou d’enri-
chissement de Treg humains polyclonaux ou spécifiques
d’antigénes ont été décrites, mais aucune n'est a ce jour
consensuelle. Ces stratégies varient selon le type de Treg
utilisés. On distingue les Treg naturels
CD4*CD25"Foxp3*, dérivés du thymus
(nTreg), et les Treg induits (iTreg),
différenciés en périphérie (=) [31].

(=) Voir Particle
deA. Siriet al., m/s
n°6-7, juin-juillet
2012, page 646

Les Treg envisagés a ce jour en thérapie cellulaire sont
les nTreg CD4* et les Treg induits de type 1 (Trl) pro-
ducteurs d’IL-10. Quelques essais cliniques de thérapie
cellulaire en cours de développement dans les maladies
auto-immunes sont présentés dans le Tableau /.

Utilisation des nTreg CD4*

Uobjectif des stratégies utilisant les nTreg est d’aug-
menter la quantité de nTreg fonctionnels polyclonaux
chez le patient. Dans cette approche, un échantillon
de sang est prélevé chez le patient, puis les nTreg sont
purifiés, cultivés et réinjectés a ce méme patient. Une
fois réinjectés en périphérie, les Treg migrent vers les
tissus lymphoides et les sites inflammatoires attaqués




Méthode

Nom/Produit h-lléthode d'enrichissement/
d'isolement ) )
induction
T1DM Immuno- TriFACS des Expansion par billes
therapy CD4°CD25%CD127- anti-CD3, anti-CD28
CD4*CD127%~ polyclonaux autologues
CD25" Treg poly-
clonal
Myoreg-01 Tri billes des CD25%" Expansion par billes
anti-CD3, anti-CD28 en
nTreg présence de rapamycine
et transfert d'un géene
suicide
UVREG Tri billes des CD25 Stimulation pendant 48 h
anti-CD3
nTreg
Txcell Clonage par dilution limite. ~ Cellules nourriciéres
Sélection sur profil cytoki- modifiées avec anti-CD3,
OvaSave® nines Trl IL-10f"t|FNyfe'e|L- (D58, CD80, IL-2 et IL-4.
gfable et spécifiques d'OVA Génération d'iTreg OVA-
iTreg spécifiques
Txcell Clonage par dilution Cellules nourricieres
limite. Sélection sur profil modifiées avec anti-CD3,
TX-RAD® cytokinines Trl IL-10°"IFN-  CD58, CD80, IL-2 et IL-4.
yfaible| -gfaible ot collagene-  Génération d'iTreg spéci-
iTreg spécificité fiques du collagene

€qui
Date Pathologie Statut ; qu:upel
impliquée
2011 DT1 S.E. Gitelman
J. Bluestone
San Francisco
2012 Myosite a 1711 0. Benveniste
inclusion D. Klatzmann
AP-HP
2012 Uvéite sévere 1711 B. Bodaghi
bilatérale B. Salomon
AP-HP
2009 Maladie de I/1la F. Meyer
Crohn A. Foussat
Sophia-Antipolis
2012 Polyarthrite I/1la F. Meyer
rhumatoide A. Foussat

Sophia-Antipolis

Tableau I. Essais cliniques en cours avec des Treg dans des maladies auto-im

AP-HP : assistance publique-hopitaux de Paris ; FACS : fluorescence activated cell sorter ; DT1 : diabéte de type 1 ; OVA : ovalbumine.

par le systeme immunitaire. Les nTreg exprimant fortement CD25 sont
purifiés a partir des cellules mononucléées périphériques en utilisant
des billes magnétiques, et les Treg de phénotype CD4*CD25%rtCD127ible
par cytométrie de flux. lls constituent environ 2 a 4 % des LT (D4,
et le nombre de Treg que I’on peut purifier par patient est de I"ordre
d’une centaine de millions. Ce nombre est insuffisant pour provoquer
un effet clinique. Une phase d’amplification est donc indispensable.
Plusieurs équipes ont développé des techniques d’enrichissement des
nTreg murins et humains in vitro. Les Treg proliferent de maniére poly-
clonale en présence d’anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-CD28
et de fortes quantités d’IL-2, ce qui permet de multiplier leur nombre
par 100 a 2 700 fois en quelques semaines. Ces méthodes respectent
les bonnes pratiques de fabrication (BPF) requises pour la production
de produits cellulaires cliniques et sont donc utilisables en thérapie
humaine. U'ajout de cellules nourriciéres ou de cellules présentatrices
d’antigéne modifiées permet d’augmenter encore ce rendement [12].
Les Treg ainsi amplifiés in vitro semblent stables et expriment plu-
sieurs marqueurs spécifiques, incluant CD25 (chaine o du récepteur
de IIL-2), CTLA-4, CD62L (L-sélectine), GITR (glucocorticoid-induced
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tumor necrosis factor receptor family-related gene) et
Foxp3 [31]. Par ailleurs, leur capacité suppressive est
meilleure aprés amplification [13, 14]. Une approche
alternative sans phase d’expansion est proposée dans
le traitement de I'uvéitel. Dans cet essai, il est envisagé
d’administrer des nTreg préalablement activés pour
enclencher leur programme suppresseur directement
dans le vitré (Encadré 1) Lutilisation des Treg dans le
traitement de la myosite @ inclusion est également pré-
sentée dans I"éncadré 2.

Les limites de I’utilisation des nTreg en thérapie
cellulaire

Uenrichissement et la production de nTreg spécifiques
d’antigénes de grade clinique sont encore des défis
techniques. Méme si leur efficacité semble supérieure

! Une uvéite est une inflammation de I'uvée, quelle que soit son origine et sa locali-
sation : iris, corps ciliaire, vitré, choroide.
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1 Utilisation des Treg dans ['uvéite

Interview du Dr Benoit Salomon, CNRS UMR 7087, CERVI, hopital de la
Pitié-Salpétriere.

La thérapie cellulaire par administration de Treg est une approche pro-
metteuse dans le traitement des maladies auto-immunes et inflamma-
toires chroniques. Son efficacité nécessite la présence de Treg activés
dans le tissu cible, car activation des Treg est indispensable a la mise
en place de leur fonction suppressive. C’est pourquoi des Treg spéci-
fiques d’antigenes du tissu cible, qui vont se réactiver localement, sont
plus efficaces que des Treg polyclonaux pour contrdler ces pathologies.
Cependant, seuls les Treg polyclonaux peuvent étre purifiés a ce jour en
condition de grade clinique. Nous avons alors testé une approche alter-
native dans un modele murin d’uvéite consistant a injecter, directement
dans la chambre postérieure de I'ceil, des Treg polyclonaux préactivés
avant injection pour les rendre suppresseurs. Nos résultats valident
cette approche thérapeutique. €n effet, nous montrons que I’injection
dans le vitré de Treg polyclonaux, préactivés pendant deux jours en
culture, induit une rémission de I'uvéite. Sur la base de ces données
précliniques, nous proposons un essai de phase I/1l chez des patients
souffrants d’uvéite sévéere bilatérale, réfractaire aux traitements de
référence et présentant une faible acuité visuelle.

2 Utilisation des Treg dans la myosite a inclusion

Travaux du Pr Olivier Benveniste, service de médecine interne, hopital
de la Pitié-Salpétriere, 83 boulevard de I’Hopital, 75651 Paris Cedex

13, France.

La myosite a inclusion est une maladie inflammatoire rare du muscle
survenant aprés 50 ans et pour laquelle aucun traitement efficace
n’existe. €lle se caractérise par une infiltration dans le muscle de
lymphocytes T CD8" autoréactifs responsables d’une destruction des
fibres musculaires, ainsi qu’une part dégénérative avec accumulations
de protéines telles que la protéine 3 amyloide formant des vacuoles
(inclusions). Dans un modéle expérimental de myosite chez la souris,
le Pr 0. Benveniste a montré que la suppression des Treg accélérait le
cours de la maladie, tandis que 'injection de Treg permettait d’éviter la
maladie et diminuait ’infiltration par les LT CD8*. Ces résultats ont per-
mis d’envisager un essai clinique de phase |/Il mené par cette équipe a
I’hopital de la Pitié-Salpétriere a Paris. Les patients retenus bénéficie-
ront d’une injection intraveineuse de Treg polyclonaux autologues. Les
cellules sanguines seront prélevées chez les patients par cytaphérese,
et le tri des Treg se fera sur Iexpression de CD25. Une phase d’ampli-
fication ex vivo dans un milieu de culture adapté est prévue pendant
environ un mois, permettant d’obtenir un grand nombre de Treg avec
une pureté supérieure a 90 %. Lutilisation d’un gene suicide permet-
tra de supprimer au besoin ces cellules, en cas de prolifération ou de
dysfonctionnement in vivo. Lefficacité de cette thérapie sera jugée,
notamment sur I’évolution clinique.

a celle des Treg polyclonaux dans les modéles animaux, leur faible
fréquence in vivo est un obstacle majeur pour leur isolement. Des

m/s n® 8-9, vol. 28, aolit-septembre 2012

techniques innovantes sont actuellement étudiées afin
d’amplifier ces cellules rares [14-16].

La réglementation des essais de thérapie cellulaire
requiert que les protocoles de purification et d’ampli-
fication cellulaires soient compatibles avec une utilisa-
tion en clinique humaine, notamment en termes de sté-
rilité, d’identité, de pureté et de viabilité des produits
de thérapie cellulaire. Certains des LTCD25" sélection-
nés sont des Teff activés susceptibles de proliférer plus
vigoureusement que les Treg dans le cas d’une culture
prolongée [4, 13]. Afin de limiter cette contamination,
I’adjonction de rapamycine dans les cultures de Treg a
été testée. En effet, cet immunosuppresseur largement
utilisé en transplantation augmente la prolifération des
Treg mais surtout inhibe celle des Teff [17]. Parmi les
autres marqueurs spécifiques des Treg, Foxp3 s’avere
inutilisable pour leur isolement ; ce marqueur intracel-
lulaire nécessite une perméabilisation de la membrane
cellulaire qui entraine la mort de la cellule. De plus,
on sait aujourd’hui que Foxp3 est exprimé par certains
Teff activés et, méme si son niveau d’expression y est
inférieur a celui des Treg, il ne peut pas étre considéré
comme un marqueur de pureté [6]. La faible expression
du CD127 ou la positivité de CD45RA permettent de
distinguer plus spécifiquement les Treg aux dépens des
Teff [31].

La faible fréquence des nTreg, la difficulté de leur puri-
fication et de leur amplification en culture, ainsi que
Iimpossibilité pour le moment d’obtenir des nTreg spé-
cifiques d’autoantigenes de grade clinique sont autant
de freins importants a leur utilisation en routine. De
plus, I’action suppressive des nTreg n’a pas encore été
évaluée in vivo.

Utilisation des Trl sécréteurs d’IL-10

Les Trl sont des Treg induits in vitro a partir de LT
CD4* naifs cultivés en présence d’IL-10. Méme si on
manque de marqueurs membranaires spécifiques pour
les caractériser, ils présentent I’avantage de pouvoir
étre produits et amplifiés in vitro a partir de LT du
patient. Apres leur injection systémique, les Trl migrent
aux sites inflammatoires sans activation préalable. Une
fois sur place, ils sont activés et exercent leur effet
suppresseur grace a leur importante production d’IL-
10 dont I’effet pléiotrope s’exerce & proximité [16].
Cet avantage confere aux Treg producteurs d’IL-10
des fonctions suppressives sur de nombreuses cellules
cibles. Le role de I'IL-10 dans les capacités suppressives
des Trl a été largement démontré. Ceci explique que
dans un premier temps, des traitements a base d’IL-
10 recombinante aient été essayés. Les résultats des
essais de phase I/11 ont montré une efficacité modérée,
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Cet article et le précédent [31] sont le fruit d’un travail d’équipe de
trois étudiants de 2° année de Master inscrits dans le parcours immu-
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obtenue au prix d’effets indésirables liés @ une action immunostimu-
latrice de I'IL-10 a forte dose [18]. Lintérét de la thérapie cellulaire
s’est alors imposé comme une alternative intéressante.

De nombreuses méthodes d’induction de Trl ont été décrites. Cepen-
dant, nous ne savons pas si cette population est homogene puisqu’elle
n’est caractérisée que par son profil cytokinique. Initialement, les Trl
ont été induits in vitro a partir de LT CD4* naifs via des stimulations
répétées du récepteur a I'antigene (TCR) en présence d’IL-10. La vita-
mine D3, la dexaméthasone, la stimulation du CD2 et certaines cellules
dendritiques tolérogenes pourraient également favoriser la différen-
ciation des Trl [19-21].

Contrairement aux nTreg, des Trl spécifiques d’un antigene et de grade
clinique peuvent aussi étre produits. Des Trl allogéniques induits
in vitro ont ainsi été utilisés pour le traitement de la réaction du gref-
fon contre I’hdte [22]. Des Trl autologues, dérivés du sang et cultivés
en présence d’ovalbumine, sont actuellement en cours d’essai clinique
dans la maladie de Crohn [23]. Le principe est que ces Trl spécifiques
de ovalbumine sont réactivés localement in vivo apres ingestion de
cet antigéne par les patients. lls exercent ensuite leur fonction sup-
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pressive de maniere aspécifique via leur production
d’IL-10. Un essai clinique utilisant des Trl spécifiques
du collagene de type 2 produits selon le méme principe
a débuté cette année dans le traitement de la polyarth-
rite rhumatoide.

Les limites de I’utilisation des Trl

en thérapie cellulaire

Les Trl sont actuellement les seuls Treg induits utilisés
en thérapie cellulaire. Bien que leur capacité suppres-
sive ait été démontrée dans différents modeles, I'ab-
sence de marqueur spécifique de ces cellules explique
que leur existence chez I’lhomme soit encore controver-
sée. Une fois 'existence de ces Trl formellement établie
in vivo, il faudra encore les comparer aux Trl induits
in vitro pour définir leurs similitudes phénotypiques et
fonctionnelles. De plus, on connait trés peu de choses
de leur durée de vie et de leur stabilité in vivo, deux
parametres importants pour obtenir un effet clinique
prolongé.

Limites et perspectives de la thérapie cellulaire
par les Treg

Récemment, la notion de plasticité des Treg est appa-
rue : certains Treg ne conservent pas constamment leur
capacité suppressive [24]. Parmi les nTreg, une mino-
rité de cellules peuvent perdre leur expression de Foxp3
et se différencier en Teff [25]. Une telle possibilité de
conversion des Treg en Teff est dangereuse, surtout si
les Treg injectés sont spécifiques d’un antigene du soi.
Prévenir cette différenciation in vivo augmenterait la
sécurité des produits de thérapie cellulaire. Chez la
souris, la régulation de I’expression de Foxp3 par les
nTreg est, entre autres, dépendante de modifications
épigénétiques comme la déméthylation de ’ADN ou le
remodelage de la chromatine par des histones déacé-
tylases [26, 27]. Il faudra néanmoins déterminer si la
plasticité des Treg in vivo chez ’homme est comparable
a ce qu’elle est dans les modeles murins.

De méme, le contrdle de la fonction suppressive in vivo
des Treg enrichis in vitro n’a pas encore été évalué. On
ne connaft pas encore tous les mécanismes de suppres-
sion des Treg humains in vivo et leur identification sur la
base de marqueurs membranaires reste difficile. Il est
donc nécessaire de valider pour chaque pathologie des
modeles fonctionnels in vivo pour évaluer de maniére
fiable les capacités suppressives des Treg.

Le risque d’immunosuppression systémique lié a une
activité excessive des Treg peut entrainer une augmen-
tation de la fréquence des cancers (apparition de cel-
lules cancéreuses ou rechutes cancéreuses) et entraver
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les réponses anti-infectieuses. Néanmoins, la spécificité antigénique
des Trl permet de limiter le risque d’immunosuppression systémique,
ce qui n'est pas le cas des nTreg polyclonaux.

La plupart des essais de thérapie cellulaire utilisent des Treg
CD4°CD25™" ou des CD4*CD25*CD127". On pourrait envisager d’utili-
ser des sous-populations de ces Treg enrichies en cellules ayant des
fonctions suppressives, une survie ou une migration meilleures. Il a
par exemple été observé que parmi les nTreg, les cellules CD45RA"
ont des capacités accrues d’expansion et de survie en culture. Les
thérapies géniques offrent également des possibilités intéressantes.
La spécification de Treg via leur expression d’une molécule de CMH
(complexe majeur d’histocompatibilité) chimérique reconnaissant un
auto-antigene d’intérét, permet d’augmenter I'effet thérapeutique
des Treg dans un modéle de sclérose en plaques [28]. Des nTreg poly-
clonaux rendus spécifiques d’un antigéne par transfert de LT portant
un récepteur a cet antigéne (issus de souris transgéniques) ont été
décrits par I’équipe de Bluestone dans le diabete de type 1 chez la
souris, et ils pourraient constituer une nouvelle stratégie de thérapie
cellulaire. Augmenter la fonction suppressive des LT pourrait aussi étre
envisagé en forgant I’expression du gene Foxp3 sous le contrdle d’un
promoteur spécifique de ces cellules. De méme, en cas de mutation
du geéne Foxp3, comme dans le syndrome IPEX? [31], le recours aux
nucléases en doigt de zinc permettrait de réparer les mutations [29].
Uintroduction d’un gene suicide peut également étre envisagée pour
éliminer les Treg en cas d’immunosuppression systémique trop intense.
Il pourrait aussi étre proposé de transduire certains récepteurs aux
chimiokines pour orienter la migration des Treg sur le site d’intérét. La
thérapie génique offre certainement des perspectives d’avenir, mais
comporte néanmoins ses propres risques et alourdirait encore le pro-
tocole de thérapie cellulaire.

Une question qui n'est pas encore résolue concerne la dose thérapeu-
tique de Treg qui devrait étre utilisée. Celle-ci n’est pas standardisée,
et dépend certainement des pathologies ciblées, des types de Treg
utilisés et de la variabilité individuelle entre patients. Généralement,
des doses supérieures a 10° Treg sont nécessaires [30]. Or, la faible
fréquence des Treg parmi les cellules mononucléées sanguines requiert
des phases d’amplification trés colteuses et reste un frein au déve-
loppement des techniques de thérapie cellulaire.

Enfin, dans certaines maladies auto-immunes, une résistance des Teff
a I’action suppressive des Treg a été démontrée. Le recours précoce
a la thérapie cellulaire pourrait minimiser cet effet. Cependant, les
maladies auto-immunes sont souvent diagnostiquées tardivement et,
a ce jour, il n'existe pas de tests prédictifs de la survenue de telles
maladies.

Conclusion

La thérapie cellulaire par Treg semble étre une approche personna-
lisée et attractive. A ce jour, de nombreux travaux en ont confirmé

? Syndrome lié @ I’X associant une dérégulation immunitaire, une polyendocrinopathie et une entéropa-
thie ; I'IPEX est habituellement fatal.
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la logique, la faisabilité et la sécurité. Déja quelques
essais cliniques ont débuté dans les maladies auto-
immunes. Toutefois, I'utilisation de Treg en immuno-
thérapie est encore limitée par la difficulté d’obtention
de cellules spécifiques d’un antigene, et d’un nombre
suffisant de Treg stables pour assurer une efficacité
clinique. Les résultats des essais cliniques en cours et la
poursuite des recherches sur la stabilité et les spécifici-
tés fonctionnelles propres a chaque population de Treg
devraient apporter des informations précieuses dans
les prochaines années. Le transfert de tolérance a des
patients présentant des maladies auto-immunes est
encore un défi fort coliteux, mais dont le concept est
trés innovant. U'association a des stratégies de thérapie
génique pourrait aider a son optimisation. ¢

SUMMARY

Use of regulatory T cells in cellular therapies in
autoimmune diseases

Self tolerance is dependent on regulatory T cells (Treg)
which suppress effector T cells, avoiding autoimmunity.
Functional and quantitative deficits of Treg have been
reported in autoimmune diseases. A new therapeu-
tic approach consisting in Treg adoptive transfer has
proved to be efficient and safe in murine models. Two
populations seem to be available for a clinical appli-
cation: CD4*CD25'Foxp3* natural Treg derived from the
thymus and induced regulatory T cells. First clinical
trials have been applied to patients with autoimmune
diseases. Classical treatments of autoimmune diseases
are usually non-curative and require long-term admi-
nistration. Treg cellular therapy may have a long-term
effect and offers an alternative attractive approach. ¢
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CAS CLINIQUE

Mots-clés

Maladie de Salla — Leucodystrophie — Récessif — Hypomyélination

Keywords

Salla’s disease — Leucodystrophy — Ressive inheritance — Hypomyelination

Leucodystrophie consécutive
a une hypomyélinisation:
pas seulement une pathologie

de l'enfant!

Hypomyelination and leucodystrophy: not only a childhood

medical problem

A. Siri", N. Menjot de Champfleur?, R. Froissard?, C. Carra-Dalliere’, X. Ayrignac’, A. Corlobé’, B. Echenne#, P. Labauge’

Observation

Un patient agé de 34 ans est pris en charge dans le service de
neurologie pour un syndrome cérébelleux et des troubles du
comportement chroniques.

Alors que la grossesse de sa mére était normale, il a présenté
un retard psychomoteur — ne commencant a marcher que
vers 20 mois et chutant fréquemment —, puis une ataxie
cérébelleuse vers 'age de 3 ans. Il a été scolarisé dans un
établissement spécialisé.

A l'age adulte, il présente des hallucinations visuelles et
auditives, des tics moteurs, des troubles compulsifs, notamment
une potomanie. Il n'a pas d'antécédent familial notable,
notamment pas de consanguinité. La famille est originaire
du sud de la France.

L'examen neurologique objective une déficience mentale
sévére, une ataxie cérébelleuse statique, un syndrome
pyramidal et des rétractions tendineuses. On note également
un syndrome autistique avec évitement du regard, des tics
moteurs et une posture dystonique au niveau des mains.
L'examen général retrouve une cyphose thoracique et un
prognathisme.

Les radiographies osseuses mettent en évidence des anomalies
rachidiennes (cyphose thoracique, dystrophies rachidiennes
avec platyspondylie et irrégularité des plateaux vertébraux) et

'Département de neurologie, CHU de Montpellier. Service de neuroradiologie,
CHU de Montpellier. *Laboratoire de génétique, CHU de Lyon. *Service de neuro-
pédiatrie, CHU de Montpellier.
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A Figure 1.

A. Radiographie du rachis dorsal de profil : cyphose thoracique, dystro-
phies rachidiennes, platyspondylie, irrégularité des plateaux vertébraux.
B. Radiographie du crane de profil : microcranie, prognathisme avec
rétromaxillaire discret, épaississement de la diploé.

craniennes (microcranie, prognathisme avec rétromaxillaire discret,
épaississement du diploé) [figure 1].

L'IRM cérébrale (figure 2) révéle une atrophie cortico-sous-corticale,
cérébelleuse et du corps calleux. La substance blanche sus-tento-
rielle est raréfiée avec un aspect d’hypomyélinisation sous-corticale
particulierement visible sur les séquences en T2 en écho de spin (ES).
Un hypersignal marqué de la substance blanche est retrouvé sur les
séquences FLAIR.

Le bilan enzymatique révéle une augmentation de 'acide sialique libre
urinaire, également retrouvée sur une biopsie cutanée.
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La mise en évidence d'une mutation hétérozygote composite
faux-sens — p.R57C (exon 2)/p.S202L (exon 4) — sur le géne de
la sialine SLC17AS5, permet d'affirmer le diagnostic de maladie
de Salla.

Discussion

Les maladies de surcharge en acide sialique libre sont des
maladies de surcharge lysosomale, autosomiques récessives,
dues au défaut d'un transporteur de la membrane lysosomale
(la sialine) qui assure l'excrétion de l'acide sialique (ou acide
N-acétylneuraminique) du lysosome. Le spectre clinique est
étendu. Il existe des formes sévéres néonatales (Infantile Sialic
acid Storage Disease [ISSD]) avec un tableau d'anasarque feeto-
placentaire in utero, ou congénitales avec une hypotonie, une
hépatosplénomégalie souvent associée a une ascite, un syndrome
dysmorphique (traits un peu grossiers, anomalies osseuses), un
retard mental et des convulsions.

Dans les formes congénitales, le décés survient généralement
avant l'age de 5 ans (7). La forme modérée de la maladie, ou
maladie de Salla (OMIM 604369), débute dans la premiére
année de vie et est caractérisée par une hypotonie suivie d'une
spasticité, d'une ataxie, d'un retard psychomoteur et parfois de
traits épais. Ces patients atteignent rarement ['age de 30 ans.
Une survie prolongée jusqu'a la sixiéme décennie est toutefois
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possible. Une atteinte du systéme nerveux périphérique est mise
en évidence dans la moitié des cas (2).

Conclusion

Cette pathologie de transmission autosomique récessive est rare
et a été essentiellement décrite en Finlande, ot la prévalence du
géne est estimée a 1 personne sur 40 de la population générale.
Le diagnostic biologique repose sur une excrétion urinaire accrue
d'acide sialique libre et une accumulation d'acide sialique libre dans
les fibroblastes. Le dosage de 'acide sialique peut étre cependant
normal, le diagnostic pouvant alors étre réalisé sur l'augmen-
tation de l'acide sialique en spectroscopie de masse dans le liquide
céphalorachidien (3). Le diagnostic est confirmé par la mise en
évidence d'une mutation homozygote ou hétérozygote composite
sur le géne de la sialine (SLC17A5), localisé en 6q14-15.

Aucun traitement spécifique n'existe actuellement dans cette maladie.
La prise en charge est essentiellement symptomatique. |
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TITRE EN ANGLAIS

Prognostic value of IgM in CSF of carriers of multiple sclerosis patients (MS)

SUMMARY

The prognostic value of IgM in CSF of MS patients has been described for approximately 10 years.
Early works focused on IgM oligoclonal bands (MOB) and emanate mainly from the Villar team or

their collaborators. Other teams worked on the IgM index and presented contradictory results.

The stakes of this research could be important in therapeutic terms. Indeed, recent works suggest
that after a given stage, MS evolve by itself, and current treatments do not seem to influence the
evolutionary course of the disease before this point (EDSS 3). Changing the current therapeutic
management could then be justified but a prognosis marker in the long term is essential to assess the

risk-benefit balance.

The retrospective work undertaken as part of a CPRC within the CHU of Nancy aims at highlighting or
not a link between MOB / IgM index and long term prognosis thanks to the Lorraine MS register
(ReLSEP) and biological samples (serum and CSF) collected at diagnosis. Two groups of patients were
formed according to their evolving clinical profiles (favourable (FAV), adverse (DEF)) to find a
significant difference between the IgM indexes. In the mean time, work has been conducted on the

development of the isoelectric focusing technique.

Preliminary results based on a small population, cannot be concluded with certainty, due to a lack of
statistical power. However, a trend seems to appear on the IgM index between these two groups
with index higher in the DEF group. On isoelectric focusing technique, further work remains to be
done. Thereafter, the inclusion of a larger number of patients is expected to enable the validation of

the technique.
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La valeur pronostique des IgM dans le LCR chez les patients SEP est décrite depuis 10 ans environ. Les
premiers travaux ont porté sur la présence de bandes oligoclonales (BOM) et émanent en majorité
de I'équipe de Villar ou de travaux collaboratifs. D’autres équipes ont travaillé sur les index IgM avec

des résultats assez contradictoires.

Les enjeux de cette recherche pourraient étre importants sur le plan thérapeutique. En effet, des
travaux récents suggerent qu’a un certain stade, la SEP évoluerait pour son propre compte, les
traitements actuels ne semblant influencer le cours évolutif de la pathologie qu’avant ce stade (EDSS
3). La révision du schéma thérapeutique actuel pourrait alors étre justifiée mais un marqueur

pronostique a long terme est essentiel afin d’évaluer la balance bénéfice risque.

Le travail rétrospectif entrepris dans le cadre d’un CPRC au sein du CHU de Nancy a pour but de
rechercher un lien entre BOM/index IgM et le pronostic au long cours grace aux données du registre
lorrain de la SEP (ReLSEP) et aux échantillons biologiques (LCR et sérum) conservés au moment du
diagnostic. Dans un premier temps, deux groupes de patients ont été constitués en fonction de leurs
profils évolutifs cliniques (évolution favorable (FAV), évolution défavorable (DEF)) afin de rechercher
une différence significative entre les index d’IgM. En paralléle, un travail a été conduit sur la mise au

point de la technique d’isofocalisation.

Les premiers résultats basés sur une population de petite taille ne permettent pas de conclure avec
certitude par manque de puissance. Cependant une tendance semble se dégager concernant les
index IgM avec des index plus élevés dans le groupe DEF. Concernant la technique d’isofocalisation,
un travail complémentaire reste a entreprendre. Par la suite, I'inclusion d’un plus grand nombre de

patients est prévue, afin de permettre la validation de la technique.

TITRE EN ANGLAIS: Prognostic value of IgM in CSF of carriers of multiple sclerosis patients (MS)
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