Université Toulouse Il - Paul Sabatier
FACULTE DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES

Année 2019 THESE 2019 TOU3 2070

THESE

En vue de I'obtention du

DIPLOME D’ETAT de DOCTEUR EN PHARMACIE

Présentée et soutenue publiqguement
par

Guillaume MARTINROCHE

Le 03 octobre 2019 a Bordeaux

Les Immunoglobulines d’isotype G4 : de la biologie a la clinique

Directeurs de these : Dr SARRAT Anne & Dr GORET Julien

JURY

Président : Madame Maria MAMANI MATSUDA, Professeur
1°" assesseur : Monsieur Pierre DUFFAU, Professeur

2°™ assesseur : Madame Marie-Nathalie SARDA, Docteur
3°™ 3ssesseur : Monsieur Julien GORET, Docteur

4°™ assesseur : Madame Anne SARRAT, Docteur



BENOIST H.
BERNADOU J
CAMPISTRON G.
CHAVANT L.
MOULIS C.
ROUGE P.
SALLES B.

SIE P.

S O

PERSONNEL ENSEIGNANT
de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques de I’Université Paul Sabatier

au1®’ janvier 2019

Professeurs Emérites

Immunologie

Chimie Thérapeutique
Physiologie

Mycologie
Pharmacognosie
Biologie Cellulaire
Toxicologie
Hématologie

Professeurs des Universités

Hospitalo-Universitaires

Mme AYYOUB M.
M.  CHATELUTE.
Mme DE MAS MANSAT V.

M.  FAVREG.
Mme GANDIA P.
M.  PARINIA.

M.  PASQUIER C. (Doyen)
Mme ROQUES C.

Mme ROUSSIN A.

Mme SALLERIN B.

M. VALENTIN A.

Immunologie
Pharmacologie
Hématologie

Biochimie
Pharmacologie
Physiologie
Bactériologie - Virologie
Bactériologie - Virologie
Pharmacologie
Pharmacie Clinique
Parasitologie

Universitaires

Mme BARRE A.
Mme BAZIARD G.

Mme BERNARDES-GENISSON V.

Mme BOUTET E.
Mme COUDERC B.

M.  CUSSAC D. (Vice-Doyen)

M.  FABRE N.

M.  GAIRIN J-E.

Mme GIROD-FULLANA S.
Mme MULLER-STAUMONT C.
Mme NEPVEU F.

M.  SEGUIB.

Mme SIXOU S.

M.  SOUCHARD J-P.

Mme TABOULET F.

M.  VERHAEGHE P.

PERSONNEL ENSEIGNANT de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques de I'Université Paul Sabatier (version du ler janvier 2019)

Biologie

Chimie pharmaceutique
Chimie thérapeutique
Toxicologie - Sémiologie
Biochimie

Physiologie
Pharmacognosie
Pharmacologie
Pharmacie Galénique
Toxicologie - Sémiologie
Chimie analytique
Biologie Cellulaire
Biochimie

Chimie analytique
Droit Pharmaceutique
Chimie Thérapeutique



Maitres de Conférences des Universités

Hospitalo-Universitaires

M. CESTACP. (¥)

Mme JUILLARD-CONDAT B.
M. PUISSETF.

Mme ROUZAUD-LABORDE C.
Mme SERONIE-VIVIEN S (*)
Mme THOMAS F. (*)

Pharmacie Clinique
Droit Pharmaceutique
Pharmacie Clinique
Pharmacie Clinique
Biochimie
Pharmacologie

(*) Titulaire de I’habilitation a diriger des recherches (HDR)

Universitaires

Mme ARELLANO C. (*)
Mme AUTHIER H.

M.  BERGE M. (*)

Mme BON C.

M. BOUAIJILA L. (¥)

M.  BROUILLET F.

Mme CABOU C.

Mme CAZALBOU S. (*)
Mme CHAPUY-REGAUD S.
Mme COLACIOS C.

Mme COSTE A. (*)

M.  DELCOURT N.

Mme DERAEVE C.

Mme ECHINARD-DOUIN V.
Mme EL GARAH F.

Mme EL HAGE S.

Mme FALLONE F.

Mme FERNANDEZ-VIDAL A.
Mme HALOVA-LAJOIE B.
Mme JOUANJUS E.

Mme LAJOIE-MAZENC I.
Mme LEFEVRE L.

Mme LE LAMER A-C.

M. LEMARIE A.

M.  MARTIG.

Mme MIREY G. (*)

Mme MONFERRAN S.

M. OLICHON A.

Mme REYBIER-VUATTOUX K. (*)
M.  SAINTE-MARIEY.

M.  STIGLIANI J-L.

M.  SUDORJ. (*)

Mme TERRISSE A-D.

Mme TOURRETTE-DIALLO A. (*)
Mme VANSTEELANDT M.
Mme WHITE-KONING M. (*)

Enseignants non titulaires

Assistants Hospitalo-Universitaires

Mme LARGEAUD L.

M.  MOUMENI A.

M.  METSU D.

Mme PALUDETTO M.N.
M.  PAGESA.

Mme SALABERT A.S

Immunologie
Biochimie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique
Pharmacie Clinique
Biophysique

Chimie Thérapeutique
Parasitologie
Bactériologie - Virologie
Biophysique

Chimie analytique
Pharmacie Galénique
Physiologie

Pharmacie Galénique
Bactériologie - Virologie
Immunologie
Parasitologie

Biochimie

Chimie Thérapeutique
Physiologie

Chimie Pharmaceutique
Chimie Pharmaceutique
Toxicologie

Toxicologie

Chimie Pharmaceutique
Pharmacologie
Biochimie

Physiologie
Pharmacognosie
Biochimie
Pharmacognosie
Toxicologie

Biochimie

Biochimie

Chimie Analytique
Physiologie

Chimie Pharmaceutique
Chimie Analytique
Hématologie
Pharmacie Galénique
Pharmacognosie
Mathématiques

Assistant Associé des Universités

Mme MARTINI H

PERSONNEL ENSEIGNANT de la Faculté des Sciences Pharmaceutiques de I’Université Paul Sabatier (version du ler janvier 2019)

Physiologie



Remerciements

A Madame le Professeur Maria MAMANI MATSUDA
Je vous remercie de me faire ’"honneur de présider ce jury ainsi que pour I’attention que

vous avez bien voulu porter a mon travail. Soyez assurée de ma sincere gratitude.

A Monsieur le Professeur Pierre DUFFAU
Je vous remercie vivement d’avoir accepté de faire partie de ce jury et de contribuer a sa
pluridsciplinarité en y apportant votre point de vue de clinicien. Votre expérience sur la MAG4

enrichit grandement le jugement de ce travail. Soyez assuré de ma reconnaissance.

A Madame le Docteur Marie-Nathalie SARDA
Je vous remercie chaleureusement d’avoir accepté de sieger dans mon jury de these en'y
apportant votre expérience dans le domaine des immunoglobulines au laboratoire de

biologie médicale et votre regard extérieur. Soyez assurée de ma reconnaissance.

A Madame le Docteur Anne SARRAT

Je te remercie pour m’avoir accompagné dans la réalisation de ce travail, deés les
premiers jours ol l'idée a émergé. Je tiens a t’exprimer toute ma reconnaissance pour
m’avoir fait bénéficier de ton enseignement et de ton immense expérience tout au long de
mes semestres au laboratoire d’lmmunologie. Tu es I'exemple vivant qu’on peut travailler
avec rigueur sans étre rigide, et faire preuve d’humour a bon escient. Merci pour ton

professionnalisme, ta gentillesse et ton humanité.

A Monsieur le Docteur Julien GORET

Je te remercie vivement d’avoir intégré la co-direction de ce travail. Merci pour la
confiance que tu m’as témoignée, pour ta disponibilité, tes conseils et ta bienveillance. Ta
bonne humeur au quotidien est pour moi un exemple. Je te remercie pour cette co-direction

avisée, fidele et exigeante de laquelle cette thése doit beaucoup.



Au laboratoire d'Immunologie et Inmunogénétique

Au Professeur Jean-Francois MOREAU
Je tenais a vous remercier chaleureusement pour m’avoir fait bénéficier de votre

expérience et de vos connaissances monumentales dans bien des domaines.

Au Docteur Cécile BORDES

Je tenais a t'exprimer toute ma reconnaissance pour avoir su me guider dans
I'acquisition du savoir-faire nécessaire a la validation biologique de I'auto-immunité. Il me
reste tant a apprendre, mais je sais que je serai parfaitement accompagné. Ta compétence et
ton efficacité m’inspirent le plus grand respect. Sois assurée de mon estime et de ma

gratitude.

A tous les autres biologistes du laboratoire : Jonathan, Marine, Patrick, Mamy, Gwendaline,
Laura B, Isabelle.

Je vous remercie tous vivement pour tout ce que vous avez apporté a ma formation.

A Kamal, Valérie, Johanna, Myriam, Elodie, Marina, Francoise, Audrey, Marie-Héléne, Jean-
Claude, Ghislaine, Dominique, Emilie... et celles et ceux que j'oublie sirement.

Sans vous je n’aurais pas tant appris et je serais probablement encore en train de courir
dans tous les sens a travers le labo ou dans la chambre froide, a la recherche de tubes, de

plaques... On peut compter sur vous.

A mes amis

A Léa et Elodie pour tout notre parcours d’internat débuté a Haut-Lévéque. Nous avons tout
traversé, de la découverte de l'internat a la référence des internes. Vos innombrables qualités

font de vous des étres hors pair. Votre amitié n’a pas de prix.

A Simon, Arnaud, Clément, Jérdme, Carine, Camille K, Camille B, Céline, les vieux de la vieille.

A And-Nan, Aurélien, Théodore, Emmanuel, Mathieu, le « Big Five Bordelais ».

A tous mes autres compagnons de route de l'internat :

Maxime, Julian, Marine, Cyrielle, Vivien, Emilie, Julie, Tania, Charlotte B, Sophie, Ludivine A,
Ludivine S, Juliette, Damien, Séverine, Victor-Emmanuel, Anne-Sophie... quels cointernes !
Sarah, Alexis, Pierre-Elian, Thibault, Justine, Sacha, Mickael, Maité, Charlotte C, Cécile, Lucile,

Audrey...

Rien n’aurait été pareil sans vous. Tout ce qui est gravé ne s’efface jamais.



A mes parents

Mes plus profonds remerciements vous sont destinés. Tout au long de mon cursus, vous
m’avez toujours soutenu, encouragé et aidé. Vous avez su me donner toutes les chances pour
réussir. Veuillez trouver, dans la réalisation de ce travail, I'aboutissement de vos efforts ainsi

que l'expression de ma plus affectueuse gratitude.

A ma sceur

Clémence... « Clipouce », depuis ta naissance, et pour toujours, tu es irremplagable.

A ma famille
Je vous remercie tous chaleureusement de votre présence et de votre soutien. Mention
particuliere pour mes cousines de 91, nous avons grandi ensemble, tous ces étés de notre

enfance a I’dge adulte ont laissé des souvenirs impérissables.

Pour reprendre une citation de Pierre Teilhard de Chardin,
[Sommes-nous] des étres humains [en train de vivre] une expérience spirituelle [ou bien] des

étres spirituels [en train de vivre] une expérience humaine [ ? ]



Sommaire

REMEICIEMENTS ...ttt e e st e e st e e s m e e e s amr et e e sm et e e s smreeeesamneeeesamnneessanreeeesan 4
Y] 101 0 = 11 =P PO PPT 7
ADFEVIGTIONS ...ttt et h e st st st b e bbbttt e sbeenaeesaeesare e 12
LiSte deS tADIEAUX .....eeeieiiecei e e et nre e 15
[T e [T T ={U <1 UURPUN 18
TadgoTe [V To1dTo] o TS PO UR T URROTOPRRTRIO 22
SYNthese BibliOgraphiqUE.......oo i e e e e rre e e e e rae e e e anees 24
N o U Tt {0 =N [ = G SRS 24
1.1.  Structure de base des immMuUNOZIODUIINES.......cceiiiiiciiiiiiie e, 24

1.2.  Structure des Ig8G et de IZGA ... eeie it e et e e e e e e e aeraaees 26

B Ul o] o Jo] g af =< g =Y d o 11 RS SRPPPSR 28
2.1.  Organisation des génes des immunNoglobulings..........cccueeeeiiiiiieciiii e 28

2.2, DUEBENOME AVIGGA ...ttt ettt e e et e e et e e e e abe e e e e are e e e e areeeeennreeeeennnes 30

2.1.  Origine et place dans 'éVOoIULION.........ccuuiieeiiiieeccee e e et 30

3. Caractéristiques fonctionnelles générales des 1G4 ..........coovvuveeeiccieee e 31
3.1. Caractéristiques de liaison de I'lgG4 aux récepteurs FCY .....covvvveriviieeeeiiieeeeecieee e 31

3.2. Défaut d’activation du complément par IIgG4..........cocueeeieiiieeeeeiiee e 32

3.3.  Régulation de la diffusion de I'IgG4..........ueeieieiiieecee et e 33

I S 1) £ =1 = [ f (o] o I o o o SRR 34

TR T -1 o B AN 1 o I (ol o =T V-4 U US 35

4. Production physiologique des IgG4 : polarisation de la voie Th2 .......cccceeeeiieeevciiee e, 37
IMplications €N PatholOZIE .......ciiiiiiiii e s e e 40

5.1, InfeCtions Parasitaires ......coccveeeiiciiie ittt reeas 40

5.2.  Réactions d’hypersensibilités et allergies .......cccocuveeeeciii e 41

5.3 AUTO-IMIMUNIEE ..ottt st st b e b e s b e smeeeaeeeneeen 42
5.3.1. La myasthénie @ anti-IMUSK ..ot e et arae e e 43

5.3.2. La polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante chronique...........ccceeeveenen.. 44

5.3.3. Le pemphigus superficiel et le pemphigus VUIZaIre .......cccccoeecciiieeeeeiieccciieeee e, 45

5.3.4. Le purpura thrombotique thrombocytopénique ........cccccuveeeiciieii i, 46

5.3.5. Autres entités cliniques auto-immunes retrouvant des 1G4 .........cccceccvveeeecieeeennee, 47

5.4. Rejets de greffe 1S aUX IG4 .......ueie ittt ettt e e ete e e e e e e e e 48

TS T - 1o Lol PRSPPSO 48
5.5.1. MEIANOME CULANE ...eiiniieiieeie ettt ettt ettt st ettt e be e s bt e st st et e sbeesbee s 48

5.5.2. Cholangiocarcinome extra-hépatiqQUe.......c..ueeeeciieeieiiiee e 49

5.5.3. Y V=T (oY Yo V= USSP 50

5.6. Maladie assOCIEE QUX IZGA .......ooeocuiieieeiiee ettt e et eetee e e et e e e e tee e e e earaeeeenns 50



5.6.1. ERIAEMIOIOZIE ...ueieieeieeee ettt e e et e e e et e e e e eeabae e e eearaeeeeenraeeeeans 50

5.6.2. Pathogénese et manifestations CliNiQUES.........cccveeicieiiie e s 52

LT ST R - Vo <Y o 1T S 52
5.6.2.2. Manifestations CHNIQUES ........ccocuiiiiiiiie et e e 53

5.6.3. DT =4 1o 1] ol RN 56
5.6.3.1.1. Quand évoquer UNE IMAGZ ?......cuiiiiiieiiiiieeerieeeesiee e ssree e sree e s sabee e s sareeas 56
5.6.3.1.2. Les différents tests contributifs dans le diagnostic..........ccccevvcieviniieninnnnen. 56
5.6.3.1.3. Les critéres diagnostiques de [a MAGA ..........cccvereeiiieeeecciee e 59
5.6.3.1.4. Diagnostic différentiel de MAGA .........cooociieieiiiee et 62

5.6.4. Traitement €1 ProNOSTIC oo s 65
5.6.4.1. Evaluation prétraitemMent......ccceiiiiciii i 65
5.6.4.2. Prise en charge thérapeutiqUe ........cccuviiiiiiiiiiciie e 65
5.6.4.3. REPONSE aUX traitE€MENTS ....eiiiiiiiii ittt ree e e e eaee e e 66
5.6.4.4. PronNOSTIC...ccciiiiiiiiiiiiiiii ittt 68

I A 0 < ol =Y T =0 G PP 68
6. Anticorps monoclonaux thérapeutiques de type 1G4 .......covcvviiiiiiieiiiciiiee e 69
6.1, NAtAliZUMAD.c..eiee e s e sbe e e sare e 72
6.1.  Eculizumab et RaVUlIZUMAD .....coiiiiiiiiie e 72
6.2.  Nivolumab et Pembrolizumab.........ccoeiiiiiiee e 74
6.3, IXEKIZUMAD ... it e b e sane e 75
6.1, RESHZUMAD. .. s st e s sare e 75
Lo N 0 10T o 1 [V -1 o USRS 76
6.3, EMICIZUMAD ceeieiieeee ettt e b e st st st e b et 77
6.4. Gemtuzumab ozogamicine et Inotuzumab 0zogamicine........ccceeveeeiriieieiriieee e 78
6.5,  GalCANE@ZUMAD ... bbb e s e aee e sre e e 80
6.6.  Ibalizumab et Leronlimab..........ooiiiiiiiie e e 81

(I T= (Y R YU N F] o Yo - | o1 [ TP 82
1. Indications du dosage des sous-classes d’lIgG et du dosage de I'lgG4 ........ccceeeveciveeeecrieeeeennne, 82
2.  Conditions préanalytiques €t tranSPOIt .......cccceieieiiiiieeccieee et e e et e et e e eeree e e eeareeeeeearaeaeeans 84
3. Caractérisation des immunoglobulines et des IgGA............ccocveeeieiiiieeeciiee ettt 84
3.1. Méthodes électrophOrétiQUES .........ccovciiieiiiiiee e e e bee e e e 84
3.2. Méthodes quantitatives de dosage des 1G4 .........eeveeiiieieiiiee e 89
3.2.1. IMMUNOdIffuSioN radiale ........coouiiiieiee e 89
3.2.2. ELISA ettt ettt ettt b e b e bt e e h e e e be e bt e bt e ehe e sae e et e et e ebeenbaens 90
3.2.3. Turbidimétrie et NEPhEIEMEALIIE..........ccvviiiieee e 91

4. Discordance entre le taux cumulé des sous-classes d’IgG et le taux d’IgG totales................... 93
5. Taux d’lgG4 faussement abaissé €N rOULINE ........ccccuvieiiiiiiic it 95
6. Interférences analytiques lIEeS QUX IZGA .........uueeieiiiee ittt ettt eerre e e eerae e e 97
A = G Ao - o T 1T 1 SRR 97



Chapitre 1 Application des critéres prévisionnels CCAE et pertinence du taux d’'IgG4 pour le diagnostic

de la MAG4 dans une CoOOrte franCaiSe .......cccuuiiiiiiiiie et e e e e sare e e e eabae e e e aees 98
O 10} o To [ ot o [o ] o PP TSRO UPTOPRRIOPRRTRPI 100
2. Matériels €t METNOUES ...c..i ittt ettt st 102

2.1.  Criteres de choixX des PAti@NtS ......ccueeiieiiiiie ettt eeeree e e eearaee e 102
2.2, SElection des PAtiENES ......ciiiiiiiei et e et e e e s rrae e e srraeeeeans 102
2.3.  Recueil des données relatives aux patients .......ccccceeeeiiiieieiiiee e 103
2.4.  Evaluation du seuil IgG4 sérique historique @ 1,35 8/L....covuiveiecerecreeireeireeeree e, 104

p R T =) 4 51 4 o 1B =3P PO PP UPPRPPPPPPRRE 104
B RESURAES ittt st e bt e s b e e e nr e e s beesbeeesareeenee s 105
3.1. Définition des groupes de Patients ......ccceiieciiiiiiciiie e 105
3.1.1. GroUPE IMAGH......oooeeeeeieeeeteeeeee ettt ettt ettt ettt 105
3.1.2. Groupe Hyper-I8G4 NON IMAGA ......couueiiiiieiiieieteeieeeeeeeeeeeeeeeeeerereeeeeeerereresreer. 105
3.1.3. (€] o8] o Tl ol ] o} i o] [T SRR 107

3.2, Caractéristiques des PatiENtS ... iiii et e e 107
3.2.1. GroUPe MAGHA.......cooeiiiiiiieiiieiteeteee ettt et eeeeeee et e et e ettt et eeeaerererarereaerererereranen 107
3.2.2. Groupe Hyper-12G4 NON MAGA ......coouviiiiiiiiieiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeereeeeereeen 111
3.2.3. (€] o8] o Tl ole] o} i o] [P 112

3.3. Lesformes cliniques de la MAG4 chez les patients suivis au CHU de Bordeaux............. 113
3.4. Comparaison des critéres diagnostiques CDC vs CCAE pour le groupe « MAG4 » ......... 113
3.5. Etiologies du groupe « Hyper-12G4 NON MAGZ .....cccvciieeiriiieeesiiieeeseieeeessieeessseneeesans 115
3.6.  Pertinence du seuil du taux d’IgG4 et du ratio 1gG4/1gG totales dans la MAG4............. 117
3.6.1. Détermination du seuil optimal diagnostique du taux d’'IgG4 sériques.................. 117
3.6.2. Détermination du ratio IG4/18G totales .........cceevveevreevreeveeieecee ettt 119

3.7. Intérét du suivi du taux d’'IgG4 dans 1a MAGA...........ccocvvieeiiiieee e ecraee e 120
N ol ¥ 13 o OO RP O PRRPO 123
TR Oo T [ol (U1 To ] o [T T TP PPOTOURRTSOP 126
6. Références bibliographigQUES .......ciuiiiiii it areeees 127
7. Annexes et donNées COMPIEMENTAINES.......ccoccuiiieiiiiiee et e e e e e e aaeee s 128



Chapitre 2 Caractérisation des IgG4 monoclonales et polyclonales par migrations électrophorétiques

et d0oSage NEPNEIEMELIIQUE ......oeeieieee e e e e rre e e e e bte e e e e bre e e e sarteeeeennees 132
O 10} o To [8 ot o [o ] o PP P PP UPTOPRRRTOURRPIPO 134
2. Matériels €1 METNOES.......cocuiiiieiee ettt et st st 135

2.1, EXLraction de dONNEES........oocuiiiuiiiiiiieeee ettt sttt ettt 135

2.2, SElECtiON dES SEIUMS ..cciuiiiiiiiiieieett ettt ettt et e st e sbeesaeesanesane e 135

2.3, IMMUNO-GNAIYSES ..evvieiiiiieeeciiiee e cctee e e e ctre e e eettre e e e ete e e e settaeeesastaeeesastaeeesastaeessastaeeesassaaessnns 136

2.4, S Al S IQUES oo 136

B RESURAES .ottt st be e e a e e e s be e e b e e s beesneeesreeeneeas 137

3.1.  Profils de migration deS 18G4 .......cuuviiieiiiiiieciiee ettt ara e s s rrae e 137

3.1.1. Dans les gammapathies monoclonales IZGA.........cccvevvvvieiieriiiee e 137

3.1.2. Dans les pathologies retrouvant des 1gG4 polyclonales........ccccoeeevcieeeeccieeeecnnnnn. 138

3.2. Interférence analytique de I'eculizumab SOLIRIS.........ccvviieiiiieicciee e 140
3.3. Discordance entre le taux d’IgG totales (IgGt) et la somme des sous-classes d’lgG (IgGs)

142

3.4. Revue de prescription des sous-classes d'IG........cceuvcciiiiieeeee i 148

3.4.1. Logigramme de revue des prescriptions des sous-classes d’IgG...........cccuveerennnnnn. 149

3.4.2. Fiche de renseignements nécessaires au dosage des sous-classes d’lgG............... 150

. DISCUSSION c.eeetiiiiiiie ittt ettt e e s e s s e e s s e e s s e e s 151

D CONCIUSION ettt ettt e s e st e e bt e e sabe e e s ab e e sabeesbbeesabeeebbeesabeesabaeesabeesaneens 154

6. Références bibliographiQUES .......coociiiiieiiiie e e e s raaeee s 155

7.  Annexes et doNNEes SUPPIEMENTAINES ...cc.vviiiiiiiiieiiiie et bee e e areas 156

10



DiscusSion SENErale et PEISPECTIVES ...c.uviiieecirieeeecieee ettt ettt e e e etee e e e etre e e e s treeeeetaeeeeenbeeeeeasreeeeennees

0] =T g T Tol =T o] o] [T T={ = o1 1o 18 =3 S

11



Abréviations

Ac : anticorps

ACR : American College of Rheumatology

Ag : antigene

ALAT : alanine aminotransférase

ANCA : anticorps anti-cytoplasme de polynucléaires neutrophiles
ASAT : aspartate aminotransférase

BCR : B-cell receptor

BHE : barriere hémato-encéphalique

CCAE : criteres de classification prévisionnels ACR/EULAR
CD : cluster of differentiation

CDC : comprenhensive diagnostic criteria

CDR : régions déterminant la complémentarité

CEREDIH : centre de référence des déficits immunitaires héréditaires
cf. : confer

CH : constant heavy

CHU : centre hospitalier universitaire

CIM : classification internationale statistique des maladies et des problemes de santé
connexes ou classification internationale des maladies

CL : constant light

CNIL : commission nationale de l'informatique et des libertés
CNTN1 : contactine 1

CPA : cellule présentatrice de I'antigene

CPA : cellule présentatrice de I'antigene

CRP : protéine C-réactive

DCl: dénomination commune internationale

DSA : donor specific antibody

Dsg : desmogléine

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

EMA : Agence Européenne des Médicaments

EULAR : European League Against Rheumatism

Fab : antibody binding Fragment

FAE : Fab Arm Exchange

Fc : fraction cristallisable

FcRn : récepteur néonatal du fragment Fc

FcyR : récepteur du fragment Fc des IgG

FDA : Food and Drug Administration

FN : faux négatif
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FP : faux positif

FR : Facteur rhumatoide

GEM : glomérulonéphrite extra-membraneuse

GEPA : granulomatose éosinophilique avec polyangéite

HAS : Haute Autorité de Santé

HE : coloration a I'hématoxyline et a I'éosine

HLA : human leukocyte antigen

HPN : hémoglobinurie paroxystique nocturne

i.e.:idest

IDR : immunodiffusion radiale

Ig : immunoglobuline

IgG1 : immunoglobuline de type G1

IgG2 : immunoglobuline de type G2

IgG3 : immunoglobuline de type G3

IgG4 : immunoglobuline de type G4

IgGs : somme des sous-classes d’IgG dosées individuellement
IgGt : dosage des IgG totales

IL : interleukine

ILD: infiltrat lymphoplasmocytaire dense

IRM : imagerie par résonance magnétique

ISO : International Organization for Standardization

ITS : immunothérapie spécifique

IV : intraveineux

K409R : substitution d’une lysine en position 409 par une arginine
kDa : kilodalton

LAL : leucémie aigué lymphoblastique

LAM : leucémie aigué myéloblastique

LCR : liquide céphalo-rachidien

MAG4 : maladie associée aux IgG4

MPO : myéloperoxydase

MuSK : muscle-specific kinase

N: normal

NABM : nomenclature des actes de biologies médicales

NK : natural killer

P331S : substitution d’une proline en position 331 par une sérine
PAI : pancréatite auto-immune

pH : potentiel hydrogene

PIDC : polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante chronique
PLA2 : phospholipase A2
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PR3 : protéinase 3
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ROC : receiver operating characteristic

S228P : substitution d’une sérine en position 228 par une proline
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Se : sensibilité
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SGS : syndrome de Goujerot-Sjogren
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Sp : spécificité

SSA : Sjégren's-syndrome-related antigen A

SSB: Sjégren's-syndrome-related antigen B

TEP : tomographie par émission de positrons

Th : lymphocyte T auxiliaire (helper)

Treg : lymphocyte T régulateur

VH : variable heavy

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

VL : variable light

VN : vrai négatif

VP : vrai positif

VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive
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Introduction

Les différentes classes et sous-classes d’'immunoglobulines (lg) qui constituent le
répertoire de la réponse humorale sont principalement définies par les séquences codant les
domaines constants des chaines lourdes (Abbas et al. 2018). Des quatre sous-classes d’'lgG
humaines, les immunoglobulines de type G4 (IgG4) constituent la moins abondante dans le
sérum. Elles représentent environ 5% des IgG totales (Aalberse et al. 2009). Contrairement
aux 1gG1 dont la structure et les propriétés ont largement été étudiées, |'organisation et les
fonctions biologiques des 1gG4 sont moins bien comprises. Les propriétés biologiques
uniques dont elles disposent néanmoins font d’elles des Ig fascinantes. Trés dynamiques, les
IgG4 sont impliquées dans un processus continu d'échange de demi-molécules (i.e. une
chaine légere lourde et liée). Ce processus, également appelé Fab-arm exchange, aboutit
généralement a des anticorps asymétriques dotés de deux sites de liaison d'antigénes
différents (Vidarsson, Dekkers, et Rispens 2014). Leurs capacités a ne pas activer la voie
classique du complément ou bien a imiter I'activité du facteur rhumatoide (FR) sont d’autres
aspects propres aux IgG4.

Dans la mesure ou la régulation de la production d'lgG4 dépend de I'aide de cellules T-
helper de type 2 (Th2), la réponse physiologique 1gG4 est largement limitée aux antigénes
non microbiens. Cette dépendance Th2 associe les réponses 1gG4 et IgE. Cependant, les IgG4
ont tendance a n’apparaitre qu’apres une immunisation prolongée. Dans le contexte de la
réaction d’hypersensibilité induite par les IgE, I'apparition d'anticorps 1gG4 est généralement
associée a une diminution des symptoémes et une efficacité de I'immunothérapie spécifique
de désensibilisation. Ces effets favorables sont le reflet d’une production accrue
d’interleukine 10 (IL-10) et d’autres cytokines anti-inflammatoires qui orientent Ia
production des IgG4.

Bien que largement considérées inertes immunologiquement, les 1gG4 sont impliquées
dans des pathologies diverses. En auto-immunité, des pathologies bien caractérisées sont
associées a des anticorps 1gG4 spécifiques d’antigenes parmi lesquelles nous retrouvons la
myasthénie a anti-muscle-specific kinase (MuSK), le pemphigus et le purpura thrombotique
thrombocytopénique. La pancréatite auto-immune, chef de file de la récente entité clinique
« maladie associée aux IgG4 » (MAG4) est un autre exemple. La base mécanistique de
I'association des 1gG4 a la MAG4 reste encore énigmatique. Cependant, |'association a des
maladies sclérosantes peut refléter une production excessive de cytokines anti-
inflammatoires déclenchant une prolifération excessive de cellules plasmatiques
productrices d’lgG4. L'existence de la sous-classe IgG4, sa régulation positive par des
facteurs anti-inflammatoires et ses propres caractéristiques anti-inflammatoires peuvent

aider le systeme immunitaire a atténuer les réactions inflammatoires inappropriées.
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La MAG4 est une pathologie inflammatoire fibrosante immuno-médiée capable de
provoquer une atteinte multi-organes (Kamisawa et al. 2015; Stone 2012). Les organes
impliqués partagent des caracteres d’anatomopathologie et de sérologie communs
(Kamisawa et al. 2003) incluant une hypertrophie ou une pseudotumeur inflammatoire des
organes concernés, une infiltration lympho-plasmocytaire marquée et enrichie en
plasmocytes IgG4-positifs et un degré variable de fibrose. Une élévation sérique des IgG4
polyclonales est communément observée (Carruthers et al. 2015). Les données
épidémiologiques de cette maladie ne sont pas connues de maniéere précise, la prévalence
restant inconnue. La pathogénese de la MAG4 n’est pas complétement élucidée. Le
diagnostic de la MAG4 repose sur une combinaison de critéres cliniques, histopathologiques,
biologiques et d’imagerie. Il s’agit bien souvent un diagnostic d’élimination. Des travaux
récents ont permis d’établir de nouveaux criteres de classification plus précis avec un
systeme de points proposé de concert par le college américain de rhumatologie (American
College of Rheumatology ou ACR) et la ligue européenne contre les rhumatismes (European

League Against Rheumatism ou EULAR) (Wallace et al. 2019).

La premiere partie de ce mémoire est consacrée a un état des connaissances actuelles
sur les 1gG4 en abordant plus particulierement leur spécificité structurale, leur implication en
pathologie humaine et les méthodes de dosage et de caractérisation au laboratoire
d’Immunologie.

Les deux parties suivantes sont dédiées a mon travail de these.

Nous avons en premier lieu cherché a appliquer les nouveaux critéres de classification
définis par le groupe de travail international pour I’ACR et 'EULAR aux patients connus pour
une MAG4 au CHU de Bordeaux. Nous avons en second lieu tenté d’évaluer le seuil d’1,35
g/L d’1gG4 que I'on retrouve dans les premiers critéres diagnostiques et qui font encore foi
en 2019. Cette évaluation est passée par I'analyse des dossiers patients ayant eu un ou
plusieurs dosages 1gG4 supérieurs a 1,35 g/L et dont la MAG4 n’était pas diagnostiquée.

Ensuite, nous nous sommes interrogés sur les interférences des taux élevés d’'lgG4 sur
les méthodes de dosage utilisées au laboratoire d’Immunologie et d'Immunogénétique du
CHU de Bordeaux. Nous avons également évalué l'impact potentiel des anticorps
monoclonaux thérapeutiques de nature IgG4 dans ces méthodes de dosage. Le constat
d’une différence parfois significative entre le dosage des IgG totales et la somme des quatre
sous-classes d’lIgG dosées indépendamment nous a fait réfléchir sur les causes potentielles.
Enfin, dans un contexte actuel de rationalisation des prescriptions d’analyses de biologie
médicale, nous avons souhaité évaluer la prescription des sous-classes d’'lgG au CHU de

Bordeaux.
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Synthese bibliographique

1. Structure de I'lgG4

1.1.  Structure de base des immunoglobulines

Pour combattre efficacement le large éventail de pathogénes qu’un individu peut
rencontrer, les lymphocytes du systeme immunitaire adaptatif ont évolué pour reconnaitre
un grand nombre d’antigenes différents. Un antigéne est une molécule ou une partie de
molécule qui est reconnue spécifiquement par les protéines hautement spécialisées de
reconnaissance des lymphocytes B que I'on appelle « immunoglobulines » (Ig). Chaque
lymphocyte B différencié en plasmocyte produit des immunoglobulines ayant une seule
spécificité. On distingue deux formes d’immunoglobulines : la premiere, liée a la surface
membranaire des cellules B servant de récepteur cellulaire pour un antigene et
communément appelée B-cell receptor (BCR) ; la seconde, circulante, représente la fraction
sécrétée par les cellules B différenciées (plasmablastes et plasmocytes) et est connue sous le
nom d’anticorps.

Une molécule d’anticorps a deux fonctions distinctes : lier spécifiquement un antigene
et recruter d’autres cellules ou molécules. Ces fonctions de reconnaissance et effectrice sont
séparées structurellement puisque I'on distingue deux fragments identiques Fab (antibody
binding Fragment) capables de fixer I'antigéne et un fragment Fc (fragment cristallisable)

possédant la fonction effectrice (Figure 1).

a b

Figure 1 Architecture des immunoglobulines. a — Structure des immunoglobulines; b — Structure d’un domaine
immunoglobuline (Abbas et al. 2018). Fc, fragment constant ; Fab, fragment liant I'antigéne ; C,;, domaine constant de la
chaine lourde ; C,, domaine constant de la chaine légére ; V,, domaine variable de la chaine lourde ; V|, domaine variable de
la chaine légeére ; Hinge, région charniere ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; pointillés, pont disulfure.
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L’acronyme Fc désigne historiqguement la capacité de cette structure a cristalliser
lorsque des immunoglobulines sont digérées par de la papaine. La région Fab présente une
extrémité variable pour permettre la reconnaissance d’un répertoire structural virtuellement
illimité, et peut étre retrouvée sous le nom de région variable (V). La région Fc, plus stable,
est appelée en opposition région constante (C).

Les immunoglobulines sont des molécules symétriques formées de quatre chaines
polypeptidiques homologues 2 a 2 et reliées par des ponts disulfures : deux chaines lourdes
(H pour heavy) et deux chaines légéres (L pour light).

Il existe cing types de chaines lourdes, désignées par les lettres grecques y, 6, y, a et €.
Elles permettent de définir les cinq isotypes ou classes d'immunoglobulines, appelées IgM,
IgD, 1gG, IgA et IgE, respectivement. Certaines classes sont divisées en sous classes comme
pour les 1gG (IgG1 a IgG4) et les IgA (IgAl et IgA2). Il existe deux types de chaines légeres,
appelées k (kappa) et A (lambda) qui peuvent se combiner avec n'importe quel type de
chaine lourde. Pour une immunoglobuline donnée, les deux chaines légéres sont toujours
identiques. Des ponts disulfures inter-chaines et liaisons non covalentes permettent de
maintenir entre elles les chaines lourdes et |égéres mais aussi également les deux chaines
lourdes. Le nombre de ponts disulfures inter-chaines varie en fonction des molécules
d’immunoglobulines.

Les chaines lourdes et légéres sont constituées de domaines définis par des ponts
disulfures intracaténaires dont le nombre varie selon le type d’lg. Chaque chaine est
constituée de plusieurs domaines « immunoglobuline ». Chaque domaine Ig correspond a
une unité structurale d’environ 110 acides aminés. Ces domaines possédent des structures
globulaires similaires présentant deux feuillets B antiparalléles reliés par un pont disulfure.
Les brins adjacents de chacun des feuillets sont reliés par des petites boucles (Figure 1b). Les
chaines légéres comportent deux domaines alors que les chaines lourdes en possédent
quatre (IgD, 1gG, IgA) ou cing (IgM et IgE). Les domaines amino-terminaux des chaines
lourdes et légeres varient considérablement d'un anticorps a l'autre. Ils sont notés
respectivement VH (variable heavy) et VL (variable light). Les autres domaines des chaines
légeres et lourdes sont constants et notés CL (constant light), ou CH1, CH2, CH3 (constant
heavy 1, 2 et 3) voire CH4. L'association est telle que les domaines VH et VL sont appariés de
méme que les domaines CH1 et CL. Les deux domaines CH3 des chaines lourdes
interagissent I'un avec l'autre, alors que la composition en sucres des domaines CH2
empéche une telle interaction. Le fragment Fab est constitué de l'association entre les
domaines VH-VL-CH1-CL. Les régions déterminant la complémentarité (CDR) au niveau des
domaines VH et VL constituent le site de liaison a I'antigene. Il s’agit du paratope qui est
complémentaire de I'épitope de I'antigene. La partie constante des deux chaines lourdes

associées comportant les domaines CH2-CH3 (voire CH4) constitue le Fc.
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Entre les domaines CH1 et CH2 se trouve la région flexible dite « hinge », de jonction ou
charniére, qui permet de connecter le Fab au Fc. Cette région au niveau de laquelle les bras
de la structure d’anticorps sont en forme de Y présente un certain degré de flexibilité.

Les IgA et les IgM présentent une chaine de jonction J qui assure la cohésion de

polymeéres dimériques ou pentamériques respectivement.

1.2.Structure des IgG et de I'lgG4

Chez la plupart des mammiferes, les cinq classes d'immunoglobulines different par leur
composition en acides aminés et en sucres et par conséquent par leur masse moléculaire et
leur charge. A ces différences entre les classes s’ajoute I’hétérogénéité des sous-classes a
I'intérieur de chaque classe.

L’lgG représente la classe prédominante d’anticorps circulants avec une concentration
sérique entre 7 et 15 g/L chez un sujet sain (soit 75% du taux d’lg totales), faisant d’elle une
des plus abondantes glycoprotéines circulantes. Elle se présente sous une forme
monomérique avec un poids moléculaire de 146 a 170 kDa.

Chez 'Homme, I'lgG existe sous 4 isoformes -IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4-, nommées par
ordre décroissant d’abondance dans la circulation générale d’un sujet sain (Duan et
Mukherjee 2016). Les caractéristiques de chaque sous classe sont présentées dans le
Tableau I.

Tableau I. Propriétés des sous-classes d'lgG adapté d’apres Vidarsson, et al. 2014. FcyR récepteur au fragment Fc des IgG.

1gG1 -{cy] F-{ck] 18G4
Caractéristiques générales et fonctionnelles
Poids moléculaire (kDa) 146 146 170 146
l:léc;?;irshifrfils;s aminés de la 15 12 62 12
Abondance relative 61 31 4 4
Normes (g/L) 4,559-8,926 1,990-5,266 0,168-0,998 0,135-0,737
Demi-vie (jours) 21 21 7 21
Transfert placentaire ++++ ++ +++ +++
Efg:ér;;ljlesjance ‘ angenes * +/_ = (apres expoji:i-on répétée)
Reconnaissance d’antigenes . ot +/- +/-

polysaccharidiques
Implication dans I'allergie + - - ++

Activation du complément par

liaison au Clqg o ¥ o i
Affinités aux récepteurs Fc

FcyRI +++ - ++++ ++
FcyRlla +++ + ++++ ++
FcyRIlb + - ++ ++
FcyRllc + - ++++ ++
FcyRllla +++ + ++++ +
FcyRIllb +++ - ++++ -
FcyRn +++ +++ +++ +++
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L'lgG4 représente moins de 5% des IgG totales (Aalberse et al. 2009). Les valeurs
normales de sous-classes en fonction de I'dge ne sont pas établies par un consensus
international. L'absence de standards internationaux et I'hétérogénéité des techniques
d’analyse expliqguent en partie les difficultés a établir les intervalles de référence de la
population.

Les 4 sous-classes d’'lgG présentent une structure globale similaire. Les chaines lourdes

(v1, v2, v3 ou y4) sont composées d’'un domaine variable (VH) a la partie N-terminale, suivi
de trois domaines constants (CH1, CH2, CH3). Les chaines légéres (k ou A) présentent un

domaine variable (VL) a la partie N-terminale et un domaine constant (CL).

Figure 2. Structure des sous-classes d'lgG (Vidarsson et al. 2014). C,,, domaine constant de la chaine lourde ; Hinge, région
charniére ; en marron, chaines lourdes ; en vert, chaines légéres ; traits noirs, pont disulfure. IgG2-A/A = 1gG2 représentée
sous sa forme classique avec 4 ponts disulfures.

La région hinge varie entre les quatre sous-classes d’IgG, de par sa composition de
séquence d’acides aminés et de nombre de ponts disulfures. L'lgG4 comporte 2 ponts
disulfures inter-chaines au niveau de cette région de jonction, semblables a ceux de I'lgG1.
Les IgG1 présentent un motif rigide CPPC (cystéine-proline-proline-cystéine) aux positions
226 a 229. Les IgG4 présentent une sérine en position 228 (S228) qui, sous certaines
conditions oxydoréductrices, leur permet d’établir un pont disulfure intra-chaine (Angal et
al. 1993). Ce motif exclusivement retrouvé chez les IgG4 confere une flexibilité a la molécule
(Liu et May 2012; van der Neut Kolfschoten et al. 2007).

Figure 3 Comparaison des régions charniére des IgG1 et 1gG4. Acides aminés : C pour cystéine, P pour proline et S pour
sérine ; en bleu, ponts disulfures inter-chaines ; en orange, pont disulfure intra-chaine ; numéro, position de I'acide aminé
sur la séquence protéique de I'immunoglobuline.

Au niveau du domaine CH3, les IgG4 présentent une arginine en position 409 (R409)
alors que les autres IgG possédent un résidu lysine (K409). Cette variation affaiblit les liaisons
non covalentes entre les deux domaines CH3 des chaines lourdes de 1gG4 (Labrijn et al.
2011).
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Figure 4. Organisation des génes des immunoglobulines dans le génome humain (Murphy et Weaver 2016). En fonction
des individus, le locus pour la chaine légére A (chromosome 22) a entre 29 et 33 segments géniques V, fonctionnels et 3 ou
4 paires de segments géniques fonctionnels J, et Cy. Le locus k (chromosome 2) est organisé de la méme fagon, avec environ
38 segments géniques fonctionnels V, mais accompagné d’un groupement de 5 segments géniques J, et 1 seul géne C,.
Cependant, prés de 50% des individus présentent une duplication du bloc V, (non présenté). Le locus de la chaine lourde
(chromosome 14) présente environ 40 segments géniques fonctionnels V,, 23 segments géniques de diversité Dy, 6
segments géniques de jonction J,. Il présente également un grand groupe de génes Cy (cf. Figure 5). Pour des raisons de
simplicité, tous les segments géniques V sont illustrés selon la méme orientation chromosomique, seulement le premier
géne des domaines constants des immunoglobulines est représenté (correspondant a I'lgM, C,), et tous les pseudogénes
ont été omis. Cette illustration n’est pas a I’échelle, la longueur totale du locus de la chaine lourde étant supérieur a 2
millions de bases.



Le motifs S228 et R409 permettent ainsi une structure flexible qui favorise la
dissociation de I'lgG4 en deux demi-molécules (van der Neut Kolfschoten et al. 2007). lls
conferent a I'lgG4 une aptitude unique communément appelée « Fab-arm exchange »
(Aalberse et al. 2009) détaillée dans le paragraphe 3.6. Cette aptitude contribue aux

caractéristiques fonctionnelles des IgG4.

2.Support génétique
2.1. Organisation des genes des immunoglobulines

Les geénes des chaines lourdes, IGH (immunoglobulin heavy), sont situés sur le
chromosome 14, bras long position 32 (14q32). Il existe 9 genes fonctionnels (IGHM, IGHD,
IGHG1, IGHG2, IGHG3, IGHG4, IGHA1, IGHA?2 et IGHE) et correspondent respectivement aux

9 isotypes de chaines lourdes y, 0, v1, v2, al, v3, v4, e et a2 (cf. Figure 5).

Figure 5. Groupe de génes de la région c-terminale des chaines lourdes des immunoglobulines (Murphy et Weaver 2016).
Les domaines constants des chaines lourdes des immunoglobulines sont représentées par les rectangle de couleur. Les
hexagones représentent des groupes glucidiques. J,; correspond aux genes codant pour les segments de jonction de la
chaine lourde, C correspond aux génes codant pour les domaines constants de la chaine lourde, { correspond a un
pseudogéne.

En amont de ces génes codant pour la partie constante des chaines lourdes se trouvent
d’autres groupements permettant de former un fragment variable complet. Pour les chaines
lourdes, on trouve trois groupes de génes VH, DH et JH codant pour les segments variables
(VH), les segments de diversité (DH) et les segments de jonctions (JH) (Figure 4).

Concernant les chaines légeres, les génes sont situés sur deux chromosomes différents.
Sur le chromosome 2, en position 2p11, on retrouve le groupe de génes IGKV suivi du groupe
IGKJ formant le domaine variable et se terminant par le gene IGKC qui forme le fragment
constant. Le tout aboutit a la chaine légere kappa (k). Sur le chromosome 22, en position
2911, on retrouve un groupe de genes IGLV suivi de 4 ou 5 associations de genes

fonctionnels IGLJ et IGLC pour former la chaine légere lambda (A).
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Figure 7 La recombinaison de I’ADN lors de la commutation de classe d'immunoglobuline implique une délétion d’ADN
(Xu et al. 2012). La région variable de la chaine lourde des immunoglobulines est assemblée a partir de segments variable
(VH), diversité (DH) et jonction (JH) par recombinaison V (D) J. Le processus de réarrangement implique le clivage des
séquences de signal de recombinaison, qui encadrent les segments des genes réarrangés. La recombinaison est réalisée par
le complexe RAG1-RAG2 (recombination-activating gene). La jonction des génes nécessite les protéines NHEJ, Ku70, Ku80,
ARTEMIS, XRCC4, I'ADN ligase IV et la sous-unité catalytique de la protéine kinase dépendante de I'ADN (DNA-PKcs). La
transcription a travers le locus est pilotée par un promoteur en amont du segment VDJ réarrangé (fleche violette), ce qui
facilite la synthése d'une chaine lourde en p situé en aval et la formation d’une molécule d'lgM. Celle-ci est exprimée a la
surface cellulaire d'un lymphocyte B. Par la suite, des isotypes secondaires sont produits par commutation de classe, un
processus qui échange la région constante de la chaine lourde (CH). La recombinaison de I’ADN lors de la commutation de
classe permet I'échange d’un géne codant pour le fragment constant de la chaine lourde (CH) avec I'un des génes CH en
aval (le schéma illustre la commutation entre une IgM et une IgAl). Cette délétion-recombinaison nécessite la cytidine
désaminase (activation-induced cytidine deaminase ou AID) et implique la génération de cassures d'ADN au niveau des
régions de commutation (S, switch), qui précedent les génes de la région constante, suivies de la réparation de I'ADN. Cela
conduit a un réarrangement du locus CH et a la suppression de la séquence intermédiaire sous la forme d'un cercle
épisomal. Les cytokines stimulent la transcription (fleches rouges) du géne CH et déterminent I'isotype d'immunoglobuline
vers lequel la cellule B se connectera. Les régions variables réarrangées des chaines lourde et légére subissent également
un taux élevé de mutation ponctuelle par le processus d'hypermutation somatique (non représenté). W pseudogene, 3'aE
3’a enhancer, lep IGH intronic enhancer, IH IGH intervening region



Figure 6 Construction des génes des domaines variables a partir des blocs de genes (Murphy et Weaver 2016). Les génes
des domaines variables des chaines Iégéres sont construits a partir de deux segments. Un segment génique variable (V) et
un segment de jonction J s’associent pour former un exon complet correspondant au domaine V de la chaine légére. Les
immunoglobulines sont des protéines extracellulaires, le segment génique variable (V) est précédé par un exon codant pour
une protéine guide ou leader (L) qui oriente la protéine vers les voies de sécrétion cellulaire et est ensuite clivée. Le
domaine constant de la chaine légére est codé par un exon séparé et est assemblé a I'exon du domaine variable lors de
I’épissage de I’ARN de la chaine légere. Cette étape permet d’enlever les introns entre L et V et entre J et C. les domaines
variables des chaines lourdes sont construits a partir de trois segments géniques. Tout d’abord, un segment de diversité D
et un segment de jonction J s’assemblent. Ensuite un segment V s’ajoute a la séquence DJ, formant un exon complet du
domaine variable de la chaine lourde. Le géne des domaines constants de la chaine lourde est codé par plusieurs exons.
L’épissage du transcrit ARN de la chaine lourde permet de relier les exons L et C a la séquence V. Pour les deux types de
chaines, la séquence L est supprimée apres la traduction et les ponts disulfures reliant les chaines polypeptidiques sont
formés. La région charniéere apparait en violet.
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2.2. Dugénome al'lgG4

Les lymphocytes B expriment initialement les isotypes u et 6 par épissage de I'ARN
messager qui conduit a |'expression d’lgM et d’lIgD. Pour obtenir une IgG4, des
réarrangements d’ADN connus sous le nom de commutation de classe se produisent apres
activation du lymphocyte B par un antigene au cours d’une réponse immunitaire. La
commutation isotypique (ou commutation de classe, ou « class switching ») est un processus
qui, lors de la maturation d'un lymphocyte B, permet de changer l'isotype (classe) des
immunoglobulines produites. Ce changement de la chaine lourde est la conséquence du
remplacement du locus Cu par un autre locus (Cy4 pour I'lgG4). Ce mécanisme correspond a
un réarrangement irréversible de I’ADN, et ceci par excision des séquences d’ADN situées
entre le géne J et le géne codant pour la chaine lourde Cy. Ceci est possible par la présence
de séquences caractéristiques appelées régions S (pour régions Switch) en amont de chaque
gene codant pour la chaine lourde, entrainant le rapprochement des séquences codantes,

puis I'excision de toutes les séquences d’ADN situées entre ces deux régions S (Figure 7).

2.1. Origine et place dans I'évolution

Le groupe de genes codant pour les chaines lourdes est organisé en deux régions
gamma-gamma-epsilon-alpha (y3, v1, €, al et y2, y4, €, a2) (Figure 4). Cette configuration,
qui comprend I'lgG4 dans la deuxieme région, n’est observée que chez I'Homme. Ceci serait
d( a une duplication au cours de I'évolution (Flanagan et Rabbitts 1982).

La position relativement terminale de la portion de gene IGHG4 (Figure 4) pourrait étre
une des raisons expliquant pourquoi les IgG4 sont retrouvées dans les expositions
chroniques aux antigenes (Aalberse et al. 2009). Sa proximité avec le géne codant pour I'IgE
pourrait également étre une des raisons pour laquelle cette immunoglobuline plutot que les
autres est augmentée dans les situations d’allergie. Mais les explications restent a
démontrer.

Pour les 1gG4, il n'y a pas d’allotype connu mais leur polymorphisme réside dans
I'existence d’isoallotypes (de Lange 1989). C'est-a-dire que les épitopes sont allotypes au
sein d’une sous-classe d’lgG mais aussi isotypes dans une ou plusieurs autres sous-classes
d’lgG. L'épitope nG4m(a) correspondant a la leucine en position 309 (au niveau du CH2) est
aussi exprimée sur les régions constantes des IgGl et [gG3. L'épitope nG4m(b)
correspondant a la valine a cette méme position 309 (au niveau du CH2) est exprimée sur la
région constante des IgG2 (Jefferis et Lefranc 2009).

Les caractéristiques présentées infra, a savoir sa production suite a une exposition
chronique a un antigene (exemple du venin d’abeille) ou encore son affinité accrue au

récepteur inhibiteur FcRIlb, peuvent représenter une forme d’évolution adaptative ayant
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Figure 8 Vue d’ensemble de la structure et des profils d’expression cellulaire des récepteurs Fc des 1gG (Takai 2002). La
troisieme colonne correspond a I'affinité des IgG pour le récepteur. B2m, B2-microglobuline ; DC, cellule dendritique, FcRn,
récepteur Fc néonatal; GPI, glycosylphosphatidylinositol ; Ig, immunoglobuline ; LC, cellule de Langerhans, NK, natural
killer.



pour but d’éviter les réponses immunitaires excessives face a des antigenes « stériles » ne

constituant pas de menace infectieuse (Vidarsson et al. 2014).

3. Caractéristiques fonctionnelles générales des IgG4

La région Fc des IgG a trois fonctions effectrices principales : la liaison au récepteur Fc,
I'activation du complément et la régulation de sa diffusion. L'IgG4 ne répond pas totalement
a des principes généraux et elle présente d’autres caractéristiques fonctionnelles uniques

qui la différencient des autres IgG qui sont les interactions Fc-Fc et le Fab-Arm Exchange.

3.1.  Caractéristiques de liaison de I'IgG4 aux récepteurs
Fcy

La fixation d’'une immunoglobuline sur un récepteur Fc déclenche des voies de
signalisation pouvant aboutir a différentes fonctions selon le type de récepteur. Par
exemple, les récepteurs Fcy exprimés a la surface des macrophages et des polynucléaires
neutrophiles fixent la région Fc des IgG1l et des 1gG3, ce qui induit la phagocytose des
antigenes liés a la partie Fab de ces anticorps.

Les récepteurs humains Fcy (FcyRs) sont exprimés par les différentes cellules
immunitaires (Bruhns 2012) et peuvent étre séparés en deux groupes en fonction de leur
capacité a lier des IgG monomériques (récepteurs de haute affinité) ou exclusivement des
complexes immuns (récepteurs de basse affinité) (Su et al. 2002). On distingue trois familles
de FcyRs. FcyRI (CD64) est le seul récepteur de haute affinité. Les deux autres familles
regroupent les récepteurs de basse affinité, FcyRIl (CD32) et FcyRIll (CD16). La famille FcyRII
comprend FcyRlla, FcyRIlb et FcyRllc tandis que la famille FcyRIll comprend FcyRllla et
FcyRIllb (Bruhns 2012). Tous les récepteurs ont des propriétés d’activation cellulaire,
exceptés FcyRIllb, qui est inhibiteur, et FcyRlllb dont les propriétés ne sont pas
completement élucidées. L'affinité des I1gG4 pour FcyRI est de méme ordre de grandeur que
les 1gG1 et 1gG3 mais elle est beaucoup plus faible pour les autres récepteurs activateurs.
Leur affinité pour le FcyRIlb est plus importante que les autres sous-classes d’lgG. La liaison
au FcyRIllb n’a quant a elle pas été détectée (Bruhns et al. 2009) (cf. Tableau I).
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La faible affinité des 1gG4 pour les récepteurs activateurs (hormis FcyRI) et la forte
affinité pour le récepteur inhibiteur, résultent en une altération du recrutement des cellules

immunitaires effectrices, comparativement aux IgG1 (Aalberse et al. 2009).

Figure 9 Activation ou Inhibition de la signalisation cellulaire (Takai 2002). Régulation positive et négative de la
signalisation cellulaire. Les récepteurs Fc (FCR) sont exprimés par de nombreuses cellules du systéme immunitaire et jouent
un réle central dans le contréle des réponses immunitaires apres interaction avec les complexes antigene-anticorps. La
cascade d’activation via le FcR commun a la chaine gamma (FcRy)-associé aux FcRs résulte en une activation cellulaire, qui
conduit a la phagocytose, la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (Antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity, ADCC), la génération de radicaux oxygeéne (anion superoxyde), la production et la libération de
cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires. A contrario, FcyRIIB comprend un motif d’inhibition des récepteurs immuns
basé sur la tyrosine (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM), et agit comme inhibiteur de la cascade
d’activation induite par le motif d’activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine (tyrosine-based activation motif,
ITAM).

3.2. Défaut d’activation du complément par I'lgG4

Dans les complexes immuns antigene-anticorps, la région Fc des IgG fixe la protéine Clq
du complément et déclenche la cascade de la voie classique du complément, permettant de
recruter et activer les cellules douées de phagocytose dans le but de détruire la cible
antigénique. L’activation du complément est amorcée par la fixation et [’activation
subséquente du Clq, conduisant au dép6t de C3b a des fins d’opsonisation de la cible et a la
formation de complexe d’attaque membranaire (C5b-C9) qui perturbe la membrane cible
bilipidique (Sarma et Ward 2011). Comparativement aux autres sous-classes d’IgG, I'lgG4
n’active pas le complément en raison d’un défaut de fixation du Clq (Bindon et al. 1988;
Schumaker et al. 1976; Tao, Smith, et Morrison 1993).

Les acides aminés présents dans le domaine CH2 seraient critiques pour la fixation du
Clq, essentiellement L235, D270, K322, P329, and P331 (Tao et al. 1993). Identifiée dans la
portion des acides aminés 292-340 (Brekke et al. 1994; Tao et al. 1993), la mutation P331S
est la mieux décrite actuellement et serait responsable de I'absence de cette activité pour
I'lgG4 (Abe et al. 2010; Lu et al. 2007). En effet, la mutation de la P331 en S331 chez les IgG1
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et 1gG3 réduit la liaison au Clq, et la mutation de la S331 en P331 chez les IgG4 permet de
restaurer partiellement la liaison au Clq (Tao et al. 1993; Xu, Oomen, et Klein 1994).

L’étude des structures cristallines de la portion Fc des IgG4 humaines a également
permis de mettre en évidence une conformation unique de la boucle FG (boucle située entre
le brin F et le brin G) du domaine CH2 qui perturbe les sites de liaison au Clq et aux FcyR
(Figure 10) (Davies et al. 2014). Cette conformation de la boucle FG génére ensuite un
encombrement stérique qui affecte le positionnement de la boucle BC comprenant D270 et
P271, eux aussi critiques pour la liaison au Clq (Davies et al. 2014).

Ces deux caractéristiques seraient responsables de la faible aptitude des 1gG4 a fixer le
complément (et les FcRs activateurs), donc de la capacité a déclencher la voie classique du

complément.

Figure 10 Différences conformationnelles au niveau de la boucle FG du CH2 (Davies et al. 2014). La superposition de la
région Fc d’une 1gG4 recombinante (en violet) avec la région Fc d’'une 1gG1 (en gris) révele une conformation unique de la
boucle FG de I'lgG4. La distance entre la proline en position 329 des deux structures est indiquée en Angstrom, celle entre
I'alanine de I'l|gGl et la glycine de I'lgG4 en position 327 I'est également; montrant I'étendue des différences. Les
différences de position des acides aminés acide aspartique en position 270 et proline en position 271 au niveau de la boucle
BC sont également représentées.

3.3. Régulation de la diffusion de I'lgG4

La région Fc permet de porter les immunoglobulines au niveau de sites gqu’elles ne
pourraient pas atteindre autrement que par un transport actif. Pour les 1gG il s’agit du
récepteur Fc néonatal (FcRn) qui permet le transfert des IgG maternelles vers la circulation
sanguine foetale. Ce FcRn est également exprimé a la surface des podocytes des glomérules
rénaux afin de réabsorber les IgG qui ont été filtrées du sang et qui s’accumulent dans la
membrane basale glomérulaire. L'affinité des 1gG4 au FcRn est semblable aux autres IgG
(Bruhns et al. 2009) et semble donc diffuser tout aussi bien.
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3.4. Interactions Fc-Fc

Contrairement aux autres I1gG, I'lgG4 peut interagir avec les autres Ig et favoriser leur
agrégation.

Cette interaction a largement été étudiée en lien avec le Facteur Rhumatoide (FR) (Zack
et al. 1995). Le fragment Fab du FR reconnait les domaines CH2-CH3 des IgG (Sutton et al.
2000). L'lgG4 a montré posséder une affinité intrinseque pour les IgG fixées en phase solide
(Kawa et al. 2008; Rispens et al. 2009). L’lgG4 se lie aux autres IgG via son fragment Fc sur les
domaines CH2-CH3. L'étude des structures cristallines a permis d’identifier I'interface ou
cette interaction se produit (Davies et al. 2014). Cette interface (Figure 11) implique les
domaines CH2-CH3 des deux Ig, liées par une double rotation avec une part plus importante
supportée par le CH3. Nous retrouvons des liaisons de Van der Waals prédominantes et une
liaison non covalente reliant I'arginine R255 et I'acide glutamique E382 entre les deux
domaines. Le tout est dupliqué en raison de la double nature de l'interaction (Davies et al.
2014).

La pertinence de cette interaction n’est pas completement élucidée mais semble avoir
lieu dans la polyarthrite rhumatoide et la MAG4 (montrée dans les formes de pancréatite

auto-immune et glomérulonéphrite membranaire) (Kawa et al. 2008; Zack et al. 1995).

Figure 11 Interface Fc—Fc identifiée par cristallographie (Davies et al. 2014). Orientation de deux fragments Fc de
molécules d’IgG différentes. Les deux molécules sont reliées 'une a I'autre par une double rotation. Les acides aminés en
interface d’un fragment Fc (rose) et d’un autre fragment Fc (bleu cyan), sont représentés sous forme de sphére.

Cette capacité d’interaction et d’agrégation sous-tend de potentielles interférences
analytiques dans les immunoanalyses et dans le dosage sérique des IgG4. L'agrégation des
immunoglobulines est un challenge industriel, les 1gG4 sont en effet utilisées en
thérapeutiques sous forme d’anticorps monoclonaux (cf. infra) (Chennamsetty et al. 2009;
Ishikawa et al. 2010; Jiang et al. 2011; Shire, Shahrokh, et Liu 2004).
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3.5. Fab-Arm Exchange

In vivo, des molécules d’lgG4 se recombinent aléatoirement couplant ainsi les
spécificités de reconnaissance antigénique de deux IgG4, et aboutissant a une molécule
asymétrique bispécifique (van der Neut Kolfschoten et al. 2007; van der Zee, van Swieten, et
Aalberse 1986). L'lgG4 serait ainsi une lg hétérobivalente plutét que monovalente. Cette
spécificité est contrblée par les conditions d’oxydoréduction ou redox (Rispens et al. 2011,
2014). Comme vu dans le paragraphe 1.1, c’est la présence caractéristique des résidus 5228
et R409 (Figure 12) qui rend possible cette recombinaison appelée le Fab-Arm Exchange
(FAE) (Rispens et al. 2011).

Figure 12 Comparaison des acides aminés des IgG1 et IgG4 impliqués dans le Fab-Arm Exchange (Rispens et al. 2013). Au
niveau de la région charniere, la sérine en position 228 de I'lgG4 est responsable de la capacité a former un isomére non
covalent avec un pont disulfure intra-chaine. Ce pont intra-chaine facilite le phénomene d’échange. L’arginine en position
409 affaiblit la liaison non covalente entre les 2 domaines CH3, favorisant ainsi la dissociation.

La découverte du rble du résidu S228 a été réalisée par I'équipe de King en 1993. Ces
auteurs ont montré que la substitution du résidu sérine par une proline abolissait la
formation de demi-molécules en électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) (King et al. 1992).

Ces travaux ont été complétés par ceux d’Aalberse et Schuurman qui ont produit des
IgG4 et des IgG 1 recombinantes monoclonales spécifiques de [l'allergene d’acarien
domestique Der p2 (Schuurman et al. 1997). Lors des tests de réticulation, les 1gG4 se
comportaient comme les IgG1 bivalentes (Aalberse et Schuurman 2002; Schuurman et al.
1999). Dans des conditions dénaturantes, des demi-molécules d’lgG4 bivalentes étaient
présentes en plus grande quantité. L'existence d’une interaction non covalente entre les
chaines lourdes permettant des échanges tout en étant suffisamment forte pour maintenir
les deux chaines ensembles a alors été considérée (Schuurman et al. 1999). Substituer la
proline en sérine dans la région charniere des IgG1 n’était pas suffisant pour I'acquisition de
I'aptitude d’échange, méme en présence de glutathion réduit (Aalberse et al. 2009). Cette
modification n’est donc pas suffisante pour assurer le FAE. Le domaine CH3 était également

critique.
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Ce n’est que plus tard que des études ont démontré le réle de I’arginine en position 409
dans le CH3. Le remplacement du domaine CH3 dans I1gG1 par I'équivalent en 1gG4 permet a
I'lgG1 mutée d’échanger des demi-molécules. (Labrijn et al. 2011; Rispens et al. 2014). Un
variant polymorphique a été décrit, correspondant a une substitution R409K (lysine) (Brusco
et al. 1998). Cette forme ne permet pas le Fab-Arm Exchange et I'lgG4 ainsi formée se
comporte comme une IgG classique. La fréquence allélique de cette substitution semble
faible en Europe de I'Ouest : la possibilité d’étre homozygote resterait rare. D’aprés Brusco
et al., chez les 100 patients non apparentés testés, 95 étaient homozygotes IGHG4*R409 et
5 étaient hétérozygotes IGHG4*R409/IGHG4*K409). Cette substitution est aujourd’hui mise
a profit par I'industrie pharmaceutique pour éviter les FAE.

Figure 13. Isomeéres d'lgG4 résultant du Fab-Arm Exchange (Vidarsson et al. 2014). Aux extrémités droite et gauche, deux
clones 1gG4 différents retrouvés dans la circulation générale juste aprés leur sécrétion par les plasmocytes. On distingue
deux ponts disulfures inter-chaine. Cet état est en équilibre avec la forme réduite de ces ponts disulfures, qui deviennent
intra-chaine et ne formant plus de liaisons covalentes entre les molécules symétriques. La forme réduite peut redevenir
oxydée et donc covalente ou bien permettre I'échange de chaine lourde au cours d’un processus stochastique avec une
IgG4 voisine. L’échange aboutit a une IgG4 asymétrique et bispécifique (milieu, forme du bas), qui peut a son tour étre
covalente (milieu, forme du haut). Les échanges sont encore possibles, de fagon illimitée si la forme est réduite. Aussi, la
quasi-totalité des 1gG4 retrouvées chez 'Homme sont des molécules monovalentes bispécifiques. En marron, chaines
lourdes ; en vert, chaines légeres ; traits noirs, ponts disulfures.

La bispécificité de I'lgG4 générée a été confirmée chez des patients recevant deux
immunothérapies pour des allergenes d’acariens domestiques et de chat non croisant
(Schuurman et al. 1999). Les 1gG4 sériques de ces patients pouvaient réticuler les deux
allergenes avec une seule molécule d’IgG4 (Schuurman et al. 1999). Un mélange in vitro de
deux IgG4 recombinantes ne donnait pas d’'lIgG4 bispécifique, a moins d’étre en présence de
glutathion réduit.

Le FAE induit in vitro se produit tres rapidement, en moins d’'une heure (Rispens et al.
2014) mais pourrait prendre plusieurs heures voire jours in vivo. La demi-vie métabolique de

I'lgG4 est de 21 jours (Bonilla 2008). L'anticorps thérapeutique monoclonal natalizumab

36



participe aux échanges de chaines lourdes (Labrijn et al. 2009) : I'injection de natalizumab a
des rats a permis de montrer une demi-vie d’échange FAE de moins de six heures (Shapiro et
al. 2011). Ces données ainsi que la cinétique de premier ordre suggérent que 99% des 1gG4
circulantes sont bispécifiques (Koneczny et al. 2017).

La chaine légere k est plus représentée chez les 1gG4 avec un ratio k:A autour de 3
(Young et al. 2014). Apres échange, une 1gG4 peut avoir simultanément une chaine légére de
type k et une chaine légere de type A. Avec un tel ratio, la probabilité qu’une chaine lourde
associée a une chaine légere k soit échangée avec une autre chaine lourde elle-méme
associée a une chaine légére k est plus grande. Les échanges sont supposés aléatoires. En
partant de I’hypothése que le taux d’échange est de 100%, le calcul des probabilités de
recombinaisons en utilisant le Carré de Punnett, on obtient la répartition k/k; k/A; A/A
suivante : 9; 6; 1 (Koneczny 2018). Ce qui signifierait que 37,5% des 1gG4 sont bispécifiques
k/A. Ce résultat est proche des valeurs obtenues dans une étude retrouvant les proportions
médianes suivantes : 58% ; 30% ; 12% (Young et al. 2014).

Aussi, une molécule d’'lgG4 est synthétisée de facon normale, symétrique et homo-
bivalente. Ce n’est que dans la circulation générale, au décours de croisements avec d’autres
IgG4 dans un environnement redox particulier, qu’elle peut devenir hétérobivalente. Bien
que ces anticorps soient hétérobivalents, ils se comporteront comme des anticorps
monovalents dans la plupart des situations (Aalberse et al. 2009). Il est peu probable que
I'interaction entre 1gG4 et les récepteurs gamma Fc ou Clq soit différente si I'anticorps est
homo-bivalent ou hétéro-bivalent. Le principal effet de cet échange serait la génération
d’lgG4 monovalente, non réticulantes et donc anti-inflammatoires (Aalberse et al. 2009)
mais il ne s’agit que d'une hypothése. Les échanges observés avec des anticorps
monoclonaux thérapeutiques de nature 1gG4 n’impactent pas leur fonction de blocage,

comme démontré pour le natalizumab (Labrijn et al. 2009).

4.Production physiologique des IgG4 : polarisation de
la voie Th2

La répartition en sous-classes d’lgG lors des réponses immunitaires spécifiques varie
avec la structure de l'antigéne (nature du transporteur, nombre et nature d’épitopes,
propriétés physicochimiques), sa concentration et sa voie d’entrée. Contrairement aux
antigenes indépendants des lymphocytes T, les antigénes dépendants des lymphocytes T
requiérent une interaction avec les lymphocytes T helper qui a pour but de stimuler les
lymphocytes B a produire des anticorps. Aussi, certains antigenes augmentent sélectivement
une ou plusieurs sous-classes d’IgG. Par exemple la toxine tétanique de Clostridium tetani
induit des IgG des quatre sous-classes mais ce sont les IgG1 et 1gG3 qui prédominent trés
largement. Les antigenes de nature protéique stimulent la production d’IgG1l et I1gG3, les
antigenes de nature polysaccharidiques des IgG2. Cest une stimulation répétée et
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Figure 14. Polarisation de la voie Th2 (Gieseck, Wilson, et Wynn 2018). Suite a une lésion tissulaire ou une infection, les
cellules épithéliales endommagées sécretent I'lL-25, I'IL-33 et la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP). Ces alarmines
transmettent des signaux a travers les cellules innées, y compris les basophiles, les mastocytes et les cellules lymphoides
innées du groupe 2 (ILC2), ce qui entraine la production de cytokines de type 2, IL-4, IL-5 et IL-13. Ces cytokines soutiennent
la différenciation naive des cellules T CD4 + en cellules T helper 2 (Th2) et activent les fonctions effectrices des cellules Th2.
Dickkopf-related protein 1 (DKK1) sécrétée par les plaquettes au site de la lésion peut également soutenir la différenciation
des cellules Th2. La translocation bactérienne et les auto-antigénes exposés sur le site de la lésion tissulaire, ainsi que les
antigeénes d'allergénes et de parasites, peuvent étre présentés aux cellules T par les cellules présentatrices d'antigéne (APC).
De plus, les antigenes du parasite peuvent étre détectés par des cellules épithéliales spécialisées, appelées cellules ciliées
(tuft cell), par l'intermédiaire de récepteurs (transient receptor potential cation channel subfamily M member 5 ou TRPMS5)
entrainant la libération de I'lL-25. Cette derniere active ensuite les ILC2. L'IL-21 produite par les cellules folliculaires
auxiliaires T (TFH) et I'lL-4 et I'IL-13 libérées par les éosinophiles peuvent potentialiser ces processus. TCR, T-cell receptor



récurrente par des antigenes dépendants des lymphocytes T qui induit une réponse
immunitaire marquée par les I1gG4 (Tableau I).

Les exigences pour la commutation de classe d'lgG4 sont similaires a celles pour les IgE.
Les deux dépendent des IL-4/IL-13. Toutes les deux sont donc considérées comme faisant
partie de la réponse immunitaire Th2 (Agresti et Vercelli 1999; Jabara et al. 1993; Punnonen,
Aversa, et al. 1993; Vercelli et al. 1998). Cette interdépendance sur la voie Th2 présente
notamment pour effet d’avoir les antigénes induisant des réponses IgE (c'est-a-dire
allergénes et antigénes de nématodes) d’étre également de bons inducteurs des réponses
IgG4. Une autre caractéristique typique de la réponse immunitaire a 1gG4 est sa tendance a
n'apparaitre qu'apreés une immunisation prolongée. Les raisons de cette polarisation ne sont
pas décrites a ce jour.

Il y a des différences de régulation dans la commutation de classe, car I'occurrence des
IgG4 sans IgE n’est pas rare. La notion de réponse Th2 modifiée a été utilisée pour la
premiere fois en 2001 pour décrire la réponse humorale a I'allergéne de chat (Platts-Mills et
al. 2001). Ce terme fait référence a des patients produisant des IgG4 sans IgE détectables.
Ceci a depuis été décrit pour d’autres allergenes comme ceux du venin d‘abeille, des
rongeurs, des animaux domestiques et I'albumine sérique (Jones et al. 2014; Matsui et al.
2005; Varga et al. 2013). Le mécanisme pourrait étre lié a celui mis en place dans la
désensibilisation aux allergenes développée dans le paragraphe 5.2.

Une autre régulation est décrite dans la littérature : il s’agit des effets de I'lL-10 et des
cytokines apparentées. L’IL-10 interfere avec la commutation de classe et serait nécessaire a
la différentiation des cellules B en plasmocytes sécréteurs d’lgG4 (F. Meiler et al. 2008;
Punnonen, de Waal Malefyt, et al. 1993; Satoguina et al. 2005). Cette cytokine régule a la
fois la production d'IgE et d'lgG4. L'IL-10 et IL-21 pourraient augmenter la production d'lgG4
in vitro (Avery et al. 2008; Wood et al. 2004). L’IL-10 a par ailleurs montré in vitro sa capacité
a réduire la production d’IgE induite par I'lL-4 et I'expression du transcrit nucléaire Ce. Cette
réduction se produit sans affecter la production d’lgG4 et I’expression du transcrit nucléaire
Cy4 (Lin, Freeman, et Nutman 2018). Aussi, I'IL-10 semble agir directement sur les

lymphocytes B pour orienter la production d’IgG4.
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Figure 15. Modulation de la réponse immunitaire de I'hote par les Helminthes (Allen et Maizels 2011). Quatre états de
tolérance interdépendants sont illustrés. a Immunosuppression. Les réponses effectrices sont neutralisées par les cytokines
suppressives libérées par les lymphocytes T régulateurs. b Tolérance immunologique. Les cellules effectrices T helper 2
(Th2) entrent dans un état d'anergie et ne progressent pas vers les cellules effectrices. L'état anergique est marqué par
I'expression de cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA4) et glucocorticoid-induced TNFR-related protein (GITR) et peut étre
maintenu par l'interleukine-10 autocrine (IL-10). c Tolérance physiologique. Les populations cellulaires innées participent a
la limitation et a la réparation des dommages, de sorte que le colt de l'infection est minimisé. d Réponse de type Th2
modifiée. Les effets en aval des mécanismes de régulation sont atténués. Cela comprend le remplacement de la production
d'anticorps IgE par l'isotype IgG4 non inflammatoire, I'arrét de la réponse aux éosinophiles et la modulation des granulomes
qui se forment autour des ceufs de schistosome. DC, cellule dendritique ; RELMa, resistin-like molecule a; APC, cellule
présentatrice de I'antigéne ; Thn, lymphocyte T helper naif ; Treg : lymphocyte T régulateur



5.Implications en pathologie

Plusieurs pathologies impliquent les IgG4 ou elles peuvent constituer un marqueur

biologique ou jouer un réle direct dans la physiopathologie de I'affection.

5.1. Infections parasitaires

La production d’lgG4 est particulierement induite lors des infections par les parasites.
Comme nous l'avons vu précédemment, I'immunité médiée par les 1gG4 n’est pas mise en
jeu dans les infections bactériennes et virales (paragraphe 4). Elle a surtout été montrée
chez les métazoaires et plus particulierement chez les Helminthes. En plus du caractere pro-
inflammatoire induit par ces parasites (Babu et al. 2009), nous retrouvons une part de
I'immunité modulée par le versant lymphocytaire Th2. Les taux élevés d’IL-4 sont en effet
retrouvés (Platts-Mills et al. 2004). L'induction de taux élevés d’lgG4 associés a des taux
relativement normaux d’IgE chez les porteurs asymptomatiques a été décrite (Kurniawan et
al. 1993).

Dans les schistosomiases, les filarioses et les infections intestinales a nématodes, a la
fois I'immunité innée et 'immunité adaptative sont mises en jeu (Anthony et al. 2007). Cette
réponse immunitaire est de type Th2. Cependant, les parasites tentent d’échapper a la
réponse immunitaire et créent un environnement régulateur pour permettre leur survie
(McSorley et Maizels 2012). Cette pérennité se traduit par une altération de l'activité des
cellules présentatrices de I'antigene (CPA) aux lymphocytes T. La polarisation de ces derniers
est de facto orientée vers les lymphocytes T régulateurs (Treg) sécrétant de I'lL-10 et du TGF-
B (Despommier 2002). Ces cytokines orientent les lymphocytes B vers la production d’IgG4
(Jeannin et al. 1998) (cf. supra). Cela peut permettre une relation symbiotique de longue
durée entre I'helminthe et I’'hOte, expliqguant les périodes asymptomatiques ou infra-
cliniques ; et caractérisées par la production accrue d’lgG4.

Pour exemple, parmi les Helminthes pouvant parasiter 'Homme, c’est dans la filariose
gu’'ont été retrouvés les taux les plus élevés d’IgG4 lors d’infections chroniques
asymptomatiques. Lors des phases symptomatiques, les 1gG1, 1gG2 et 1gG3 étaient
retrouvées significativement augmentées, ce qui semble en accord avec le reflet d’un
environnement régulateur spécifigue des Helminthes et IgG4-dépendant (Kurniawan et al.
1993). Par ailleurs, les taux d’lgG4 spécifiques diminuent rapidement apres un traitement
efficace (Atmadja et al. 1995).
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Figure 16. Physiopathologie de I'hypersensibilité immédiate IgE médiée (Gomez et al. 2013). Exemple de l'allergie
alimentaire. Phase | : Sensibilisation : une fois que les cellules dendritiques (DCs) ont reconnu les allergénes alimentaires,
ces derniers sont présentés sur les molécules CMH-II aux lymphocytes T naifs. Dans les situations de tolérance, I'absence de
molécules de costimulation exprimées a la surface des cellules présentatrices de I'antigene (CPA) et la production des
cytokines IL-10 et TGF-B induisent la prolifération des lymphocytes Treg spécifiques et une diminution des lymphocytes Th2
conduisant a un état de tolérance. Cependant, les DCs expriment des molécules de costimulation et des cytokines pro-Th2,
ce qui induit la commutation isotypique des lymphocytes B vers les IgE et la différenciation des lymphocytes T en Th2. Les
IgE circulantes spécifiques se fixent aux récepteurs de haute affinité FceRl a la surface des polynucléaires basophiles et des
mastocytes pour une réponse plus rapide lors de rencontres ultérieures avec I'antigene. Phase Il : Phase effectrice :
nouvelle exposition a I'allergene, les IgE réticulées se lient aux surfaces cellulaires et les activent, déclenchant un processus
de dégranulation avec relargage de différentes molécules telles que I’histamine, la prostaglandine D, les leucotrienes LTc4,
LTed, LTd4, le facteur d’activateur plaquettaire PAF et le facteur chimiotactique des polynucléaires éosinophiles ECF-A ; et
des chimiokines et cytokines, conduisant a une inflammation et une altération tissulaire. imAPC : CPA immature ; sIgE : IgE
spécifique ; TCR : T-cell receptor.



5.2. Réactions d’hypersensibilités et allergies

Les 1gG4 ont été largement étudiées dans les modeles d’exposition chronique aux
allergénes.

Dans les réponses d’hypersensibilité immédiate, il existe deux phases immunologiques.
Une premiere phase de sensibilisation/immunisation conduit a la synthése des IgE
spécifiques par la voie Th2. Elle est cliniquement muette. La deuxieme phase, dite « de
révélation » ou encore « effectrice », est cliniquement symptomatique. Elle est liée a
I'activation immeédiate par I'allergéne des cellules effectrices, principalement les mastocytes
et les polynucléaires basophiles, porteuses des IgE a leur surface (Figure 16).

Nous prendrons pour exemple I’hypersensibilité immédiate au venin d’abeille qui a été
la plus décrite dans la littérature. Les personnes allergiques au venin d’abeille présentent des
taux tres élevés d’IgE spécifiques de la phospholipase A2 (PLA2, Api m1, allergéne majeur) et
un risque d’hypersensibilité immédiate quand elles sont sensibilisées (Vetter et Visscher
1998). Les apiculteurs exposés régulierement a ce venin présentent des taux élevés d’lgG4
spécifiques de la PLA2 et un taux faible d’IgE spécifiques. Ces IgG4 ont un role protecteur vis-
a-vis des réactions d’hypersensibilité sévéres (Garcia-Robaina et al. 1997; Varga et al. 2013).
Ainsi les sérums de ces apiculteurs tolérants ont montré des ratios IgE/IgG4 spécifiques de
PLA2 mille fois inférieur que les sujets allergiques présentant un risque d’hypersensibilité
(van de Veen et al. 2013). L'effet des IgG4 serait lié a une liaison compétitive avec les IgE sur
les allergenes du venin, limitant la formation d’immuns complexes a IgE capables de se lier
aux mastocytes et empéchant ainsi leur activation (James et Till 2016; Trampert et al. 2018).
La liaison des 1gG4 au récepteur inhibiteur FcyRIIB contribuerait également (James et Till
2016). De plus, les Treg spécifiques de PLA2 et producteurs d’IL-10 sont induits chez les
apiculteurs tolérants exposés a des concentrations élevées de venin d’abeille (Flurina Meiler
et al. 2008). L'IL-10 est primordiale pour I'induction de la tolérance périphérique et possede
des effets anti-inflammatoires, dont la suppression des lymphocytes Th2 pro-inflammatoires
et d’autres cellules effectrices de [Iinflammation d’origine allergique (mastocytes,
polynucléaires basophiles et éosinophiles) (Coomes et al. 2017). De plus, I'lL-10 diminue la
production d’IgE spécifiques et augmente la production d’lgG4 spécifiques du méme
allergéne (Jeannin et al. 1998; F. Meiler et al. 2008).

Parmi les traitements disponibles pour |'allergie, seule I'immunothérapie spécifique
allergénique (ITS) est curative. Par administration réguliere de quantités croissantes
d’allergénes, une tolérance immunitaire est induite (Larsen, Broge, et Jacobi 2016). En
accord avec les observations faites chez les apiculteurs, une expansion des lymphocytes B
mémoires commutés 1gG4 spécifiques de PLA2 et une augmentation du taux d’lgG4
circulantes spécifigues de PLA2 ont été montrées chez les sujets ayant suivi un protocole
d’ITS au venin d’abeille (Boonpiyathad et al. 2017).
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Tableau Il Classification des maladies auto-immunes liées aux 18G4 (Koneczny 2018). Les classes proposées par I'auteure sont liées au
nombre de criteres remplis par les auto-anticorps IgG4. Classe | : 2 ou 3 critéres B.1 — 3 ; classe Il : le critére B.1 avec des preuves de
pathogénicité ; classe lll : le critére B.1 sans preuve formelle ou par manque de données scientifiques pour I'heure.



Des observations similaires en termes de taux d’lgG4 spécifiques et de corrélation avec
la tolérance immune ont été faites chez les techniciens de laboratoires de recherche exposés
chroniquement aux allergénes de rongeurs (rats et souris) (Jones et al. 2014; Matsui et al.
2005) et chez les sujets ayant suivi un protocole de désensibilisation par immunothérapie
spécifiqgue des phanéres de chat (Freiberger et al. 2016), des acariens (Bozek et al. 2017) et
de pollen de bouleau (Groh et al. 2017).

L’lgG4 constitue un facteur de protection vis-a-vis des réactions d’hypersensibilité et un

marqueur de I'efficacité de la désensibilisation par ITS.

5.3. Auto-immunité

Parmi les différents effecteurs de I'auto-immunité, nous retrouvons les auto-anticorps
issus de la rupture de tolérance au soi. Pour étre considérés comme pathogénes, ces
anticorps doivent se lier a un antigéne extracellulaire et avoir un effet pathogénique direct.
Celui-ci peut s’exercer immédiatement sur I’antigene cible ou sur I'ensemble de I'organe par
recrutement et activation du systeme du complément ou des cellules immunitaires. Il
aboutit a une lésion tissulaire (Naparstek et Plotz 1993).

Plusieurs pathologies auto-immunes sont associées a des auto-anticorps de nature 1gG4.
Ces derniers ont été soumis aux critéres actuels définis par Dr Inga Koneczny (Koneczny
2018):

e Présence de l'auto-anticorps spécifique de I'antigéne extracellulaire dans |'organe

affecté

e Démonstration d’un mécanisme pathogéne in vitro

e Reproduction de la maladie chez les animaux par transfert passif

e Clinique et évolution sous traitement
Les criteres sont présentés dans le Tableau Il. Quatre auto-anticorps 1gG4 respectant deux a
trois de ces criteres (B.1-3) ont été identifiés et montrent ainsi une réelle auto-immunité. Ils
sont responsables de la myasthénie a anti-MuSK, de la polyradiculonévrite inflammatoire
démyélinisante chronique, des pemphigus superficiel et wvulgaire et du purpura
thrombotique thrombocytopénique. Neuf autres auto-anticorps de nature 1gG4 ont pour
I’heure été identifiés et respectent seulement le point B.1 avec un degré plus ou moins élevé
de preuves allant tout de méme dans le sens d’une auto-immunité a 1gG4 (Tableau Ill).

Les quatre premiers auto-anticorps IgG4 font I'objet chacun d’une partie indépendante,
classés par pathologie, les autres sont abordés ensemble dans un dernier paragraphe.
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(A) Indicateurs pour une auto-immunité Ac-médiée

1. Des auto-anticorps avec une spécificité pour un

antigene extracellulaire sont présents dans
I'organe affecté

Un mécanisme pathogéne des anticorps est in
vitro

La maladie auto-immune peut étre reproduite de
maniére expérimentale chez I’'animal par transfert
passif de sérum humain ou d’anticorps purifiés ou
bien par immunisation active a partir de I'antigéne
Des indicateurs cliniques en faveur d’une auto-
immunité sont présents, parmi lesquels une
association HLA, une prédisposition génétique
avec d’autres pathologies auto-immunes dans la
famille, et une amélioration clinique aprés

traitements réduisant le taux d’anticorps tels que

Tableau Il Critéres considérés par Koneczny (2018) pour définir I'auto-immunité a IgG4.

(B) Indicateurs spécifiques d’une pathogénicité a 1IgG4

1. Des auto-anticorps de la sous-classe 1gG4 dirigés

contre un antigene extracellulaire sont présents

Un mécanisme pathogéne pour les IgG4 peut étre
démontré in vitro. Ces IgG4 pourraient étre purifiées
a partir de sérum de patients, et la pureté de ces
IlgG4 isolées pourrait étre validée; dans l'idéal la
fraction 1gG1-3 déplétée en IgG4 devrait étre utilisée
comme groupe controle afin de s’assurer de
I'origine des 1gG4 des effets. Alternativement, des
anticorps monoclonaux issus de plasmocytes-lgG4+
de patients pourraient étre utilisés, néanmoins ils ne
pourraient pas étre représentatifs de I'ensemble des
lymphocytes B auto-immuns

La maladie peut étre reproduite chez I'animal par

transfert passif d’lgG4 purifiées a partir de patients,

les échanges plasmatiques ou les thérapies d’anticorps monoclonaux IgG4 ou de fragments

déplétant les lymphocytes B monocaténaires de régions variables issus de

plasmocytes-lgG4+ de patients

5.3.1.La myasthénie a anti-MuSK

La myasthénie a anticorps anti-MuSK (Muscle Specific Kinase), une protéine associée au
récepteur a l'acétylcholine (RAC), est une maladie auto-immune de la synapse
neuromusculaire. Elle représente environ 40% des formes sans anticorps anti-récepteurs de
I’acétylcholine (anti-RAC). C'est une maladie cliniquement caractérisée par un déficit moteur
variable dans le temps (fatigabilité, faiblesse) et sélectif, ne prédominant que sur certains
muscles (oculaires, palpébraux, d’innervation bulbaire, respiratoires, proximaux et axiaux)
(Echaniz-Laguna 2012).

Environ 90% des anticorps sont d’isotype 1gG4 (Koneczny et al. 2013; McConville et al.
2004). Le mécanisme pathogéne est démontré in vitro avec des IgG4 purifiées (Huijbers et al.
2013; Koneczny et al. 2013). Il est important de noter que seules les 1gG4 ont montré un
effet pathogene. Par ailleurs, le transfert passif d’'IgG4 purifiées chez la souris (Klooster et al.
2012) et l'immunisation active d’un modéle murin (Mori et al. 2012) ont reproduit la

maladie.
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Figure 17 Modeéle illustrant les interactions entre Lrp4, MuSK et agrine (d’aprés Cartaud, 2009). RACh, récepteur a
I"acétylcholine ; MuSK, muscle specific kinase ; Lrp4, low-density lipoprotein receptor-related protein.

Figure 18 Localisation de Caspr au niveau des jonctions paranodales (MUTAGENETIX (TM), B. Beutler et al. 2018). Le
complexe Caspr/contactine dans le neurolemme fait face a la neurofascine 155 (NF-155) de la membrane gliale. La portion
cytoplasmique de Caspr interagit avec la protéine 4.1B qui stabilise le complexe Caspr/contactine. MBD, membrane binding
domain.



La liaison des anticorps a MuSK affecte de maniere équivalente sa propre fonction
tyrosine kinase et sa fonction organisatrice du développement et de la maintenance de la
jonction neuromusculaire. Comme la liaison du corécepteur de I'agrine, le « low-density
lipoprotein receptor-related protein » (Lrp4), a MuSK est bloquée par I'lgG4 anti-MuSK,
I'autophosphorylation de MuSK en réponse a I'agrine est inhibée, altérant de facto non
seulement sa capacité a induire le regroupement des RAC, mais aussi a maintenir les
groupements pré-existants (Cartaud et Cartaud 2009) (Figure 17). In fine, la densité des RAC
est fortement diminuée au niveau de la synapse et l'efficacité de la transmission

neuromusculaire est d’autant plus restreinte.

5.3.2.La polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante
chronique

La contactine 1 (CNTN1) est exprimée a la surface de I'axone au méme titre que la
paranodine ou contactin-associated protein 1 (Casprl), avec qui elle se lie a la neurofascine
155 a la surface de I'oligodendroglie (Faivre-Sarrailh et Devaux 2013; Peles 1997; Rios et al.
2000). Ce sont des molécules d’adhésion cellulaire a la jonction axogliale paranodale des
fibres de myéline qui sont importantes pour I'efficacité de la propagation de I'influx nerveux

le long des axones myélinisés (Figure 18).

Des anticorps dirigés contre CNTN1, d’isotypes IgG1 et IgG4 sont présents dans la
polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante chronique (PIDC) (Doppler et al. 2015,
2016; Miura et al. 2015; Querol et al. 2013). Ces auto-anticorps reconnaissent CNTN1 au
niveau des jonctions axogliales paranodales des motoneurones et bloquent I'interaction de
la neurofascine 155 avec CNTN1 dans le complexe CNTN1/Casprl (Labasque et al. 2014). Ce
blocage conduit a une perte de la bande transverse et a un détachement de la boucle
paranodale au niveau des nerfs périphériques. On retrouve alors cliniquement une ataxie
sévere proprioceptive, une perte axonale quantitative et qualitative importantes, associés a
un tremblement (Miura et al. 2015). Le transfert passif d’'IgG4 spécifiques purifiées a
démontré leur pathogénicité chez des rats Lewis (Manso et al. 2016) avec une perte des
groupements paranodaux contenant le trio CNTN1, Casprl et NF-155 et une conduction

nerveuse motrice altérée.
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Figure 19 Mécanisme moléculaire d'acantholyse dans le pemphigus, (Culton et al.  2008).
Les desmogléines 1 et 3 sont liées au réseau de filaments intermédiaires de kératine des kératinocytes tandis que I'E-
cadhérine se lie au cytosquelette d’actine. Les anticorps pathogéniques du pemphigus foliacé ou du pemphigus vulgaire se
lient au domaine extracellulaire de Dsgl ou Dsg3 et déclenchent la signalisation intracellulaire conduisant au phénomeéne
d’acantholyse. L'apoptose des kératinocytes résulte également de ce processus immunopathologique. Dsgl, desmogléinel ;
Dsg3, desmogléine 3 ; N, neurone ; PF, pemphigus foliacé ; PV, pemphigus vulgaris



5.3.3.Le pemphigus superficiel et le pemphigus vulgaire

Dans le pemphigus, les auto-anticorps se fixent a des protéines transmembranaires liant
les kératinocytes entre eux, conduisant a une perte d’adhésion entre les cellules et la
formation de cloques sur la peau (acantholyse) avec présence de cellules acantholytiques
(kératinocytes isolés flottant dans la bulle, et qui sont devenus ronds). Les cibles
antigéniques permettent de définir plusieurs entités de la maladie. Dans le pemphigus
superficiel (ou foliacé), I'antigene ciblé par les auto-anticorps est la desmogléine 1 (Dsgl),
qui est fortement exprimée au niveau des couches superficielles de I'épiderme. Concernant
le pemphigus vulgaire, les auto-anticorps reconnaissent la desmogléine 3 (Dsg3) dont
I’expression est localisée les couches basales et parabasales des muqueuses. Les formes
muco-cutanées du pemphigus vulgaire présentent des anticorps contre Dsgl et Dsg3
(Amagai 2003). Les desmogléines 1 et 3 sont liées aux filaments intermédiaires a base de
kératine des kératinocytes. Les anti-Dsgl et anti-Dsg3 pathogenes se lient a I'ectodomaine
de la protéine Dsgl ou Dsg3 respectivement et déclenche des voies de signalisation

conduisant a I'acantholyse et a 'apoptose des kératinocytes (Culton et al. 2008).

Les auto-anticorps anti-Dsg sont essentiellement de nature IgG4 (Futei et al. 2001; Rock
et al. 1989). Leur liaison au niveau des épitopes extracellulaires entraine une dissociation du
tapis cellulaire de kératinocytes humains in vitro (Ishii et al. 2005; Payne et al. 2005) et
d’explants de peau humaine (Saito et al. 2012). De plus, la maladie peut étre reproduite par
transfert passif d’anticorps monoclonaux 1gG4 issus de patients (Di Zenzo et al. 2012;
Tsunoda et al. 2003). La pathogénicité des IgG4 a donc été démontrée en |'absence
d’anticorps d’autres sous-classes. Par ailleurs, une étude a montré qu’un sérum déplété de
ces auto-anticorps 1gG4 réduisait la pathogénicité en limitant la fragmentation du tapis
cellulaire de kératinocytes (Funakoshi et al. 2012). Toutefois, méme si le taux d’lIgG1 anti-
Dsgl et anti-Dsg3 est tres inférieur a celui des 1gG4 chez les patients atteints de pemphigus,
leur pathogénicité serait identique (Lo et al. 2016). Sans précision quant a la nature de
I'anticorps, il a été montré que ceux passant la barriere feceto-placentaire étaient
responsables d’'un pemphigus néonatal (Zhao, Chiang, et Murrell 2016).

Concernant le mécanisme d’action, la voie des mitogen-activated protein kinases
(MAPK) jouerait un réle essentiel (Egu et al. 2017), par modulation des perturbations de
I'adhésion cellulaire causée par les auto-anticorps (Spindler et al. 2018) et pourrait

constituer une cible thérapeutique.
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Figure 20 Pathogénicité des anticorps anti-ADAMTS13 (Voorberg 2015). A- Role d'ADAMTS13. B- Déterminant antigénique
cible des anticorps anti-ADAMTS13



5.3.4. Le purpura thrombotique thrombocytopénique

ADAMTS13 (A disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 repeats) est
la protéase du sang circulant qui clive le facteur von Willebrand (VWF). Dans le purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT) acquis auto-immun, les épitopes immuno-
dominants sont majoritairement localisés dans le domaine spacer d’ADAMTS13 (95% des
patients) (Voorberg 2015). Le VWF est synthétisé par les mégacaryocytes (20 % de sa
synthése) puis stocké dans les granules des plaquettes, et par les cellules endothéliales (80 %
de sa synthese) et stocké dans les corps de Weibel-Palade. Les multimeres de VWF libérés
par I'endothélium s’assemblent a la surface des cellules endothéliales. ADAMTS13 vient alors
cliver rapidement ces multimeres, ce qui permet de réguler I'adhésion des plaquettes
circulantes. En présence d’auto-anticorps anti-ADAMTS13 (Luken et al. 2006), la protéase ne
peut plus exercer son activité de clivage, les multiméres ne sont plus clivés, les plagquettes
adhérent de facon durable et s’activent, pouvant conduire a des micro-thromboses (Thomas
et al. 2015; Tsai et Lian 1998).

Les 1gG4 (et les IgG1) obtenues a partir de sérums de patients atteints de PTT auto-
immun ont démontré leur effet pathogénique in vitro par mesure de [l'activité de
I’ADAMTS13 (Schaller et al. 2014). Des fragments variables d’anticorps en simple chaine
(scFv, domaine VH relié au domaine VL par un peptide de liaison) issus d’anticorps anti-
ADMTS13 de quatre patients non apparentés, ont été exprimés chez des souris. Ces
anticorps monoclonaux ont montré une nette diminution de I’activité ADAMTS13 chez ces
souris avec la formation de microthrombi persistants (Ostertag et al. 2016). Toutefois, la
nature des anticorps initiaux d’oU sont issus les scFv n’est pas précisée. Les 1gG4 anti-
ADAMTS13 sont retrouvées dans une large majorité des patients atteints de PTT auto-
immuns (90%), les IgG1 étant retrouvées dans 52% des patients, loin devant les IgG2 et 1gG3
selon cette méme étude (Ferrari et al. 2009). Certains patients n‘ont que des IgG4 anti-
ADAMTS13 et I'élévation de ce taux d’IgG4 spécifique aurait tendance a étre associée a la
fréquence des rechutes (Ferrari et al. 2007).
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Figure 21 représentation schématique des protéines glomérulaires PLA2R et THSD7A (Beck 2017). PLA2R, phospholipase
A2 receptor; THSD7A, thrombospondin type-1 domain-containing 7A; GBM, membrane basale glomérulaire; CysR,
domaine N-terminal riche en cystéine ; Fnll, fibronectine de type Il ; CTLD, C-type lectin-like domain ; TSR, thrombospondin
type-1 repeats



5.3.5. Autres entités cliniques auto-immunes retrouvant des
IgG4

Les auto-anticorps présentés ci-aprés ne montrent pas, en I'état actuel des
connaissances, un niveau de preuve suffisant pour affirmer leur caractére pathogene en eux-
mémes. Nous les retrouvons tous dans les spheres rénale et du systeme nerveux central
(SNC).

La glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM) est la cause la plus fréquente de
syndrome néphrotique chez I'adulte. Le diagnostic de cette néphropathie glomérulaire est
histologique. Il nécessite la réalisation d’une ponction biopsie rénale qui montre des dépots
granuleux d’lgG et de C3 sur le versant externe de la membrane basale glomérulaire. La
plupart de ces formes (70%) correspondent a des dépbts d’auto-anticorps dirigés contre un
antigéne podocytaire, le récepteur de la phospholipase A2. Des anticorps anti-récepteurs de
la phospholipase A2 dans le sérum des patients (anticorps anti-PLA2-R) peuvent étre alors
identifiés dans le sérum des patients. lls sont essentiellement de nature 1gG4 et activeraient
le complément via la voie des lectines grace a des portions de chaine déficientes en
galactose (Yang et al. 2016). L'antigene trhombospondin type-1 domain-containing 7A
(THSD7A) est également exprimé a la surface du glomérule rénal (Tomas et al. 2014) et des
auto-anticorps majoritairement 1gG4 sont associés a la GEM (Tomas et al. 2016). Le
mécanisme pourrait étre tres similaire a celui des anti-PLA2R (Beck 2017).

Le syndrome de Goodpasture est une affection tres rare caractérisée par |'association
d'une hémorragie pulmonaire, d'une glomérulonéphrite extra-capillaire et de la présence
d’anticorps dirigés contre le domaine NC1 de la chaine alpha 3 du collagéne IV, constituant
principal des membranes basales glomérulaires rénales et alvéolaires pulmonaires. Des IgG4

sont majoritairement retrouvées (Ohlsson et al. 2014).

Les derniers anticorps 1gG4 identifiés et ayant un réle dans l'auto-immunité sont
impliqués dans des affections neurologiques. C’est la sphere de la neuro-autoimmunité dont
I’enjeu est grandissant tant par la diversité des manifestations cliniques que par la difficulté
de les traiter correctement (Lopez-Chiriboga et Clardy 2017). Ces auto-anticorps sont dirigés
contre leucin-rich glioma-inactivated 1 (Lgil), contactin-associated protein 2 (Caspr2),
neurofascin 155 (NF-155), contactin-associated protein 1 (Casprl), dipeptyl peptidase-like
protein 6 (DPPX) et IgLON family member 5 (Iglon 5). Leur mécanisme d’action consisterait
en un blocage de l'interaction entre deux protéines (Querol et al. 2017). Lgil est exprimée
au niveau de la fente synaptique des neurones du systeme nerveux central. C'est une
protéine associée aux canaux potassiques voltage-dépendants (voltage-gated potassium
channel, VGKC) et les auto-anticorps spécifiques sont associés a une encéphalite limbique et

des crises dystoniques faciobrachiales (Ohkawa et al. 2013). Caspr2 est exprimée au niveau
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du SNC et périphérique (SNP), dans la région juxta-paranodale des axones myélinisés et dans
les interneurones GABAergiques de |I'hippocampe. Elle est également associée aux VGKC. Les
symptomes sont variables et impliquent le SNC et/ou le SNP, consistant principalement en
un déclin cognitif, épilepsie et hyperexcitabilité neuronale (Pinatel et al. 2015).

5.4. Rejets de greffe liés aux IgG4

Compte-tenu des propriétés décrites supra, il n’est pas illégitime de se demander si les
IgG4 ne pourraient pas étre produites par exposition continue a un allo-antigene issu d’une
transplantation d’organe. Et in fine possiblement induire un rejet de greffe.

Le premier cas rapporté dans la littérature fait état d’une néphrite tubulo-interstitielle
liée aux 1gG4 chez un jeune patient associée a un rejet de greffe rénale, cinq ans aprées la
transplantation (Chibbar et al. 2018). Le taux d’anticorps anti-HLA contre le donneur (DSA,
donor specific antibodies) de nature IgG4 lors du bilan pré-greffe est corrélé positivement
avec un risque élevé d’épisodes de rejet aigu et une moins bonne survie du greffon a moyen
terme (Khovanova et al. 2015). Ces observations sont indépendantes du résultat du
crossmatch et du taux de DSA pan-IgG. Une autre étude a montré que les DSA IgG4 étaient
associés au rejet chronique avec glomérulopathie et des lésions de fibrose interstitielle ou
d’atrophie tubulaire (Lefaucheur et al. 2016).

Dans la greffe hépatique, une augmentation post-transplantation des anticorps IgG4
anti-glutathion-S-tranférase isoforme T1 est associée a une hépatite auto-immune de novo
(McAlister 2019).

Enfin, des IgE spécifiques contre les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
de type | et Il ont été identifiées dans les rejets de greffes cutanées et cardiaques de souris.
Ces IgE spécifiques sont présentes chez ’'Homme en situation de rejet (Farkas et al. 2019).
Elles sont par ailleurs fonctionnelles et exercent leur fonction effectrices sur le greffon de

par la présence de récepteurs FceRl au niveau du cortex rénal et de la médullaire rénale.

5.5. Cancer

Plusieurs cancers sont associés a une élévation du taux d’'lgG4 ou elles peuvent
participer directement a la physiopathologie de I'affection.

5.5.1. Mélanome cutané

Le mélanome cutané représente 10% des cancers de la peau. C'est une tumeur
développée aux dépens du mélanocyte. Avec 15 404 nouveaux cas de mélanomes cutanés
estimés en 2017 en France métropolitaine (8 061 hommes et 7 343 femmes) et 1 783 déces

(1036 hommes et 747 femmes), ce cancer représente prés de 4% de |I'ensemble des
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nouveaux cas annuels de cancers et 1,2% des déces annuels par cancer, tous sexes
confondus. C'est I'un des cancers dont l'incidence comme la mortalité a significativement
augmenté sur la période 1980-2012 (Institut national du cancer 2018).

Les patients atteints de mélanome présentent des taux d’IgG4 sériques relativement
augmentés (Daveau et al. 1977), généralement spécifiques de la tumeur. En effet, les
cellules tumorales stimulent la production d’IgG4 via une réponse inflammatoire modifiée
reposant sur des lymphocytes Th2. Cette réponse modifiée se caractérise par une
production d’'IL-4 et d’IL-10 (Karagiannis, Gilbert, Josephs, et al. 2013). Contrairement aux
IgG1, les 1gG4 sont de faibles activateurs des macrophages, incapables de déclencher la mort
cellulaire des cellules tumorales en raison de leur plus faible affinité aux récepteurs Fc et de
leur hétérobivalence. Quand les deux isotypes sont présents au niveau de la masse
tumorale, les 1gG4 sont capables de bloquer I'activité anti-tumorale des IgG1 spécifiques de
la lésion via un mécanisme compétitif (Karagiannis, Gilbert, Nestle, et al. 2013). De plus, les
IgG4 sont capables de se lier aux IgG1 par interactions Fc-Fc (Crescioli et al. 2016). Ainsi, les
IgG4 induites par la tumeur sont associées aux mécanismes régulateurs par lesquels les
tumeurs échappent a la réponse immunitaire destructrice (Karagiannis, Gilbert, Josephs, et
al. 2013). Par ailleurs, le taux sérique d’lgG4 spécifiques de la tumeur est inversement
corrélé au taux de survie (Karagiannis et al. 2015), plagant les 1gG4 comme facteur de

pronostic négatif, d’autant plus au stade précoce de mélanome.

5.5.2. Cholangiocarcinome extra-hépatique

Les cancers biliaires sont relativement rares, avec une incidence d’environ 2 000
nouveaux cas par an en France et environ 3% des cancers digestifs (Bouvier et al. 2004). Les
formes extra-hépatiques représentant environ un quart des cancers biliaires (Bouvier et al.
2004). Les hommes et les femmes sont touchés avec la méme fréquence, le plus souvent
aprés 60 ans. Les causes d'inflammations biliaires chroniques (cholangite sclérosante,
lithiase intra-hépatique et parasitoses biliaires) sont des facteurs de risque importants pour
ce cancer.

Une infiltration plasmocytaire avec des plasmocytes 1gG4 positifs accompagne souvent
ce cancer (Harada et al. 2012). Les cellules tumorales induisent la production des IgG4 via la
synthese d’IL-10, jouant ainsi le réle des cellules présentatrices de l'antigéne ou des
lymphocytes Treg. En effet ces cellules tumorales expriment la molécule HLA-DR et un
variant de Foxp3 (Harada et al. 2012).

Le role de ces IgG4 n’est pas encore compléetement élucidé mais nous pouvons penser

qu'’il se rapproche de ce qui peut étre observé dans le mélanome.
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5.5.3. Myélome IgG4

Le myélome multiple, anciennement maladie de Kahler, est une hémopathie maligne
caractérisée par la prolifération de plasmocytes tumoraux clonaux envahissant la moelle
hématopoiétique, et produisant le plus souvent une immunoglobuline monoclonale
détectable dans le sang et dans les urines. Il représente 10 a 15% des hémopathies malignes
et moins de 2% de tous les cancers (Fouquet et al. 2017). La part des myélomes avec une IgG
monoclonale est de 55% (HAS 2010; Miguel et al. 1995). Aussi, une part de ces myélomes
présentent une immunoglobuline de type IgG4 (Papadea, Reimer, et Check 1989).

Une équipe américaine a entrepris d’évaluer la part des myélomes IgG4 et si ces
myélomes pouvaient s’intégrer dans une forme de maladie associée aux IgG4 (MAG4) (Geyer
et al. 2014). De maniére rétrospective, 4% des patients avec un myélome IgG (6/158) étaient
de type IgG4. La moyenne d’age était de 64 ans (échelle: 53 — 87 ans) et la répartition
retrouvait quatre hommes et deux femmes. Tous présentaient une immunoglobuline
monoclonale circulante quantifiée en moyenne a 2,4 g/L (0,5 — 4,2 g/L), quatre avec une
chaine |légére associée de type kappa et deux avec une lambda. Le caractere monoclonal est
important a considérer car il permet de faire la différence avec la MAGA4. Et ce d’autant plus
qu’on retrouve des myélomes IgG4A alors que les 1gG4 circulantes normales sont rarement
de type lambda (cf. supra). Aucun patient inclus dans I'étude ne présentait d’atteinte
clinique ou d’imagerie en faveur d’'une MAGA4. Ainsi, sur leur échantillon de patients, la
fréquence du myélome IgG4 concordait avec la répartition normale des 1gG4 par rapport aux
IgG totales.

D’autres case-reports mentionnent des myélomes IgG4 sans lien avec une MAG4 (Zhu et
Wu 2015).

5.6. Maladie associée aux IgG4

La MAG4 est une pathologie inflammatoire fibrosante immuno-médiée capable de
provoguer une atteinte multi-organes (Stone 2012; Kamisawa et al. 2015). Les organes
impliqués partagent des caracteres d’anatomopathologie et de sérologie communs
(Kamisawa et al. 2003) incluant une hypertrophie ou une pseudotumeur inflammatoire des
organes concernés, une infiltration lympho-plasmocytaire marquée et enrichie en
plasmocytes IgG4-positifs et un degré variable de fibrose. Une élévation sérique des IgG4
polyclonales est communément observée (Carruthers et al. 2015).

5.6.1. Epidémiologie

Les données épidémiologiques de cette maladie ne sont pas connues de maniere

précise, la prévalence restant inconnue. Le manque de reconnaissance de la maladie et
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I'absence de code dans la « Classification Internationale statistique des Maladies et des
problemes de santé connexes, 10°™ révision » CIM 10 peuvent expliquer en partie les
difficultés a obtenir ces données. Néanmoins, diverses cohortes réalisées dans plusieurs pays
nous donnent des tendances de par leurs similitudes (Karim et al. 2016; Smerla, Rontogianni,
et Fragoulis 2018; Umehara, Okazaki, Masaki, Kawano, Yamamoto, Saeki, Matsui, Sumida, et
al. 2012; Wallace, Deshpande, et al. 2015; Wang et al. 2019).

La MAG4 a une prévalence augmentée chez les hommes avec un age médian de 60 ans
au diagnostic. Chez ces patients, les atteintes d’organes dits internes (pancréas, reins,
rétropéritoine...) sont principalement retrouvées. La pancréatite est I'atteinte la plus
caractéristique. Les femmes de méme catégorie d’age sont également touchées mais elles
présentent plus de manifestations au niveau des organes superficiels (glandes salivaires,
glandes lacrymales, orbites oculaires, sinus et peau) (Wang et al. 2019). Les manifestations
cliniques de la MAG4 sont présentées dans le paragraphe 5.6.2.2. Dans I'étude mondiale
établie a partir de deux cohortes ayant servi a I’élaboration des critéres pour The 2018 ACR
(American College of Rheumatology)/EULAR (European League Against Rheumatism)
Classification Criteria for IgG4-Related Disease, la majorité des patients (63,5%) étaient des
hommes, la moyenne d’age a I'apparition des symptdmes pour les pays asiatiques et non
asiatiques étaient de 57,7 et 59,5 ans, respectivement (Wallace et al. 2019). Les formes
cliniques avec localisation de la maladie au niveau de la téte et du cou étaient
prédominantes chez les femmes. Les patients originaires d’Asie présentaient des taux d’IgG4
sériques plus importants comparativement aux autres régions du monde (Umehara, Okazaki,
Masaki, Kawano, Yamamoto, Saeki, Matsui, Sumida, et al. 2012; Wallace et al. 2019). Ces
données semblant confirmer ce qui avait déja été décrit précédemment.

La pathologie est également reconnue chez I'enfant avec une présentation générale
semblant similaire a I'adulte (Karim et al. 2016). Néanmoins, les manifestations oculaires,
sous forme de masse orbitale, ou plus rarement de dacryoadénite (Smerla et al. 2018),
semblent plus fréquentes que chez I'adulte. Ces formes représenteraient la forme clinique
prédominante, devant la pancréatite (Karim et al. 2016; Smerla et al. 2018).

Concernant la sévérité et I'extension de la maladie, il n'y aurait pas de différence entre
les femmes et les hommes. C’est ce qui a été montré dans une étude de 125 patients avec
un diagnostic de MAG4 prouvé par biopsie, ou le nombre d’organes impliqués, le taux d’IgG4
sérique et la gravité étaient similaires entre les femmes et les hommes (Wallace, Deshpande,
et al. 2015).

Le taux de réponse aux traitements et le risque de rechute est variable selon le sexe :
une étude a montré que les hommes avaient un meilleur taux de réponse au traitement a six
et douze mois, mais aussi un plus grand risque de rechute, comparativement aux femmes
(Wang et al. 2019).
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5.6.2. Pathogénese et manifestations cliniques

5.6.2.1. Pathogénese

La pathogénése de la MAG4 n’est pas completement élucidée, mais il semblerait qu’elle
soit en partie auto-immune avec une implication importante des lymphocytes T (T CD4+ et T
folliculaires helper notamment), et des IgG4 qui ne sont pas pathogénes par elles-mémes.

La recherche d’auto-antigenes pouvant expliquer I'augmentation des 1gG4 a montré
trois candidats possibles que sont la galectine-3, la laminine 511 et I'lannexine A1l (Hubers et
al. 2018; Perugino et al. 2019; Shiokawa et al. 2018). Toutefois, une confirmation reste a
établir et les mécanismes a I'origine de la perte de leur tolérance sont inconnus.

Le consensus émergeant est que les 1gG4 présents dans la MAG4 ne sont pas
pathologiques mais représentent plutdt une réponse visant a réduire un autre processus
primaire ou de multiples processus (Mahajan et al. 2014).

Une population clonale de lymphocytes T CD4+ cytotoxiques a été retrouvée dans la
circulation générale et au niveau des tissus affectés (population cellulaire majoritaire des
Iésions fibrotiques) chez des patients atteints de MAG4, suggérant leur réle primordial dans
la physiopathologie (Mattoo et al. 2016). Ces cellules T cytotoxiques sont connues pour
synthétiser les protéines granzyme B et perforine. De plus, elles produisent de I'interleukine
1 (IL-1), du transforming growth factor-beta (TGF-B) et de l'interféron gamma (IFN-y);
importants médiateurs de la fibrose retrouvée dans la MAG4. En 2018, la molécule de
surface signaling lymphocytic activation module F7 (SLAMF7) retrouvée initialement chez les
cellules de la lignée lymphocytaire B, a été identifiee chez les lymphocytes T CD4+
cytotoxiques de patients atteints de MAG4 (Della-Torre et al. 2018). Dans cette méme
publication, un traitement par glucocorticoides des patients a permis de retrouver
I'immunophénotypage du groupe contrbéle et donc de réduire cette population T CD4+
SLAMF7+.

Les lymphocytes T folliculaires helper (Tfh), situés principalement dans les centres
germinatifs et qui participent a la différenciation et la prolifération des lymphocytes B, ont
été retrouvés significativement plus élevés dans la circulation générale et les tissus affectés
des patients atteints de MAG4 (Chen et al. 2018). De plus, les données présentées indiquent
une plus grande efficacité de ces Tfh par rapport a ceux de patients contrdles sains. Les
lymphocytes T folliculaires régulateurs (Tfr), qui permettent de réguler avec les Tfh la
commutation isotypique et la prolifération des lymphocytes B dans le centre germinatif, ont
également été retrouvés augmentés dans la circulation sanguine des patients atteints de
MAG4 (Ito et al. 2019).

Ainsi, I'hypothese selon laquelle les lymphocytes T CD4+ cytotoxiques orchestrent la
MAG4 par une présentation continue d’antigéne par les lymphocytes B et les plasmablastes
(Mattoo et al. 2016) peut prendre tout son sens. Une réponse lymphocytaire Tfh qui est
dissociée des lymphocytes T CD4+ cytotoxiques est susceptible d’étre responsable du
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développement des centres germinatifs au sein des ganglions lymphatiques et de la
production de cytokines telle que I'lL-4. Ceci conduirait a la commutation isotypique vers les
IgG4, aboutissant in fine a la création de plasmablastes et des plasmocytes a longue durée
(LLPC) de vie sécrétant des IgG4. Les traitements ciblés sur les lymphocytes B ne conduisent
pas toujours a une normalisation du taux d’lgG4 circulant, y compris aprés rémission
clinique, ce qui implique que les LLPC continuent de produire ces IgG4 (qui ne pilotent donc

pas en elles-mémes la pathologie).

5.6.2.2. Manifestations cliniques

La MAG4 peut impliguer un ou plusieurs organes, des manifestations ayant été
démontrées dans quasiment tous les organes (Brito-Zerdn et al. 2014; Kamisawa et al. 2015;
Stone, Zen, et Deshpande 2012; Wallace, Deshpande, et al. 2015). Les patients présentent
souvent un développement subaigu d’'une masse dans |'organe principal affecté ou un
élargissement diffus d’un organe (Stone, Zen, et al. 2012). Les tissus affectés partagent des
caractéres histopathologiques particuliers (Deshpande et al. 2012).

Bien que plusieurs organes puissent étre affectés, quatre phénotypes cliniques
principaux ont pu étre identifiés en utilisant I'analyse en Classes Latentes, pour catégoriser
les 765 patients des deux grandes cohortes transversales internationales (Wallace et al.
2019). Cette analyse a permis de faire ressortir quatre groupes représentant chacun 20 a
30% de tous les patients :

e Groupe 1: maladie pancréato-hépato-biliaire

e Groupe 2 : fibrose rétropéritonéale et/ou aortite

e Groupe 3 : maladie limitée a la téte et au cou

e Groupe 4 : syndrome de Mikulicz classique avec implication systémique

Ces groupes résultent d’une analyse statistique, leurs pendants moléculaire et
génétique restent a décrire. Les manifestations décrites sont listées dans le tableau IV
présenté ci-dessous (Khosroshahi et Stone 2011a; Okazaki et al. 2011; Stone, Khosroshahi, et
al. 2012).

La lymphadénopathie asymptomatique liée aux IgG4 est fréquente, allant jusqu’a 80%
des patients atteints de pancréatite auto-immune (Hamano et al. 2006). La
lymphadénopathie correspond a une augmentation de volume palpable (> 1 cm) d’au moins
un ganglion lymphatique; elle est classée comme localisée lorsqu'elle survient sur 1 seule
zone du corps et généralisée lorsqu'elle survient sur au moins deux zones du corps (Douketis
2019). Elle est habituellement observée avec d’autres manifestations cliniques ou
biologiques du syndrome mais peut constituer la manifestation initiale ou bien étre la seule
(Cheuk et al. 2008).
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Tableau IV Revue des manifestations cliniques retrouvées dans la maladie associée aux IgG4

Atteintes cliniques décrites dans la Maladie a 1gG4

e  Pancréatite auto-immune de type | (liée aux 1gG4)

e Cholangite sclérosante liée aux I1gG4

e Maladie de Mikulicz (dacryoadénite et sialadénite liées aux 1gG4)

e Sialadénite sclérosante (tumeur de Kiittner, maladie des glandes submandibulaires liée aux 1gG4)

e Pseudotumeur inflammatoire de I'orbite oculaire (inflammation orbitale liée aux 1gG4)

e Fibrose rétropéritonéale idiopathique (maladie d’Ormond) et troubles associés (fibrose
rétropéritonéale liée aux 1IgG4, mésentérite liée aux IgG4)

e Aortite et périaortite sclérosantes chroniques (aortite ou périaortite liée aux 1gG4)

e Thyroidite de Riedel (maladie thyroidienne liée aux IgG4)

e Pneumopathie interstitielle liée aux 1gG4 et pseudotumeurs pulmonaires inflammatoires (maladie
respiratoire liée aux IgG4)

e Maladie rénale liée aux 1gG4 (incluant la néphrite tubulo-interstitielle et la glomérulonéphrite
membranaire, secondaires aux IgG4)

o Hypophysite liée aux 1gG4

e  Pachyméningite liée aux IgG4

e  Autres organes ou tissus atteints : peau, foie, estomac, sein, prostate, ovaire, péricarde, nasopharynx,

amyloidose

La pancréatite auto-immune de type 1 (liée aux 1gG4, PAI1) est la forme prototypique
de la maladie associée aux IgG4. La prévalence de cette entité avait été estimée au Japon a
0,82 pour 100 000 personnes mais elle était possiblement sous-estimée en raison d’une
méconnaissance de la pathologie (Shimosegawa et Kanno 2009). Cette forme liée aux IgG4
correspond a la pancréatite auto-immune de type 1, aussi connue sous le nom de
pancréatite sclérosante lymphoplasmocytaire. La pancréatite de type 2 est quant a elle,
indépendante des 1gG4 et également appelée pancréatite avec lésions granulocytaires
épithéliales ou pancréatite chronique idiopathique centro-canalaire (Hart et al. 2016). La
pancréatite auto-immune représenterait 2% des pancréatites chroniques diagnostiquées
chez les patients (Nishimori et al. 2007).

La cholangite sclérosante liée aux IgG4, distincte cliniquement de la cholangite
sclérosante primitive, est la manifestation extra-pancréatique la plus fréquente de la PAI1,
avec une occurrence chez plus de 70% des patients (Khosroshahi et Stone 2011a).

L'implication des glandes salivaires et lacrymales est également largement retrouvée
puisqu’elle est présente chez 40% des patients atteints de PAI1. En revanche, la PAI1 n’est
retrouvée que chez 17% des patients atteints de sialadénite (Hamano et al. 2006; Masaki et
al. 2009). Un élargissement des glandes lacrymales et de la glande parotide (anciennement
appelé maladie de Mikulicz) et/ou un élargissement de la glande sous-mandibulaire
(anciennement appelé tumeur de Kittner ou sialadénite sclérosante) peuvent étre présents

(Geyer et Deshpande 2011). Bien que I'atteinte des glandes lacrymales et salivaires puisse
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étre globale ou isolée sur quelques glandes, c’est la combinaison d’une atteinte des glandes
lacrymales, parotide et sous-mandibulaire qui définit la maladie de Mikulicz associée au IgG4
(Scully 2014; Yanoff et Sassani 2015).

Des atteintes isolées des glandes lacrymales (dacryoadénite liée aux IgG4) ou des
atteintes inflammatoires de I'ceil ou de I'orbite oculaire liées aux 1gG4 ont été identifiées
(Sato et al. 2008). Ces manifestations ophtalmiques sont retrouvées chez 17 a 23% des
patients atteints de maladie associée aux 1gG4 (Ebbo, Patient, et al. 2017; Wallace,
Deshpande, et Stone 2014; Wu et al. 2015). Cette derniére serait responsable de 25 a 50%
des pseudotumeurs orbitales (Andrew et al. 2015). Un proptosis est également souvent
observé dans ces contextes.

La fibrose rétropéritonéale fait également partie des atteintes communes de la MAG4,
la plupart des cas rapportés idiopathiques seraient en réalité liés a cette derniere
(Khosroshahi et al. 2013; Stone 2011; Zen, Onodera, et al. 2009). Ces cas ont montré une
implication prépondérante de |'aorte infrarénale et des arteres iliaques. Une inflammation
chronique et un remaniement fibrotique est souvent constaté avec atteinte des tissus
périphériques (tels que les uretéres), ce qui conduit a une uropathie obstructive. Cette
atteinte peut étre isolée (Zen et al. 2006) ou étre associée a d’autres atteintes d’organes
(Stone 2011).

La MAG4 a été reconnue comme une des causes d’aortite non infectieuse (Stone 2011)
avec des cas d’aortite thoracique, des anévrysmes de I'aorte abdominale et des périaortites
abdominales (Kasashima et al. 2008; Stone et al. 2010). L’atteinte est souvent associée a une
fibrose rétropéritonéale (Stone 2011), mais 20% des cas présentent un rétrécissement de la
lumiére aortique (Ozawa et al. 2017).

La thyroidite de Riedel est la forme clinique de la MAG4 pour la thyroide. C'est une des
formes les plus rares de thyroidite chronique puisque sa prévalence serait cinquante fois
plus faible que la thyroidite de Hashimoto (Schwaegerle, Bauer, et Esselstyn 1988). La
présentation classique est celle d’un goitre dur avec une symptomatologie en accord avec la
pression exercée sur les tissus adjacents (dyspnée, dysphagie, enrouement). Du fait de son
rareté, le diagnostic est souvent fait apres résection thyroidienne qui permet aussi de
soulager les symptomes (Falhammar et al. 2018; Takeshima et al. 2015).

Les formes pulmonaires et pleurales de la MAG4 peuvent étre asymptomatiques ou
présenter de la toux, une hémoptysie, une dyspnée, une pleurésie ou une douleur
thoracique. Des pseudotumeurs ou infiltrations responsables de la clinique ont été associées
a la PAI1 (Shrestha et al. 2009; Zen, Inoue, et al. 2009). Des critéres diagnostiques
spécifiques de ces atteintes ont été proposés (Matsui et al. 2016).

L'atteinte rénale type de la MAG4 est la néphrite tubulo-interstitielle (Murashima,
Tomaszewski, et Glickman 2007; Saeki et al. 2010; Watson, Jenkins, et Bellamy 2006). Les
symptOomes décrits étaient plus souvent en lien avec les manifestations extrarénales (Cornell

2010; Yamaguchi et al. 2012). Une étude rétrospective australienne a montré que les
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néphrites tubulo-interstitielles liées aux 1gG4 représentaient 1% des biopsies rénales
réalisées sur 10 ans (Mac et al. 2017). Récemment, des atteintes glomérulaires ont été
identifiées, souvent associées aux atteintes néphritiques (Alexander et al. 2013; Stone 2013).

D’autres organes et tissus ont été rapportés avec des atteintes en lien avec la MAG4, sur
des case-reports ou des petites séries de patients. Ces manifestations incluent des atteintes
cutanées (Charrow et al. 2016), hépatiques (Umemura et al. 2007; Zen et al. 2007),
gastriques (Uehara et al. 2010), mammaires (Cheuk et al. 2009), neuroméningées (avec
hypophysites (Haraguchi et al. 2010; Shimatsu et al. 2009)) ou pachyméningites (Joshi et al.
2015), prostatiques (Uehara et al. 2010), ovariennes (Sekulic, Pichler Sekulic, et Movahedi-
Lankarani 2017), péricardiques (Sugimoto et al. 2008), nasopharyngées (Carruthers,
Miloslavsky, et Stone 2013; Fatemi et Fang 2013), des perforations de la cloison nasale
(Della-Torre, Mattoo, et al. 2014) et dans un cas d’amyloidose (Karim, Clahsen-van

Groningen, et van Laar 2017).

5.6.3. Diagnostic

Le diagnostic de la MAG4 repose sur une combinaison de criteres histopathologiques,
biologiques, cliniques et d’imagerie. C'est bien souvent un diagnostic d’élimination, il
conviendra donc de bien étre attentif aux diagnostics différentiels abordés au paragraphe
5.6.3.1.4.

5.6.3.1.1. Quand évoquer une MAG4 ?

En accord avec la pathogénese et les manifestations cliniques exposées supra, la
possibilité de présenter la MAG4 doit étre suspectée chez les patients ayant au moins un des
organes ou tissus classiquement affectés qui soit atteint. Les exemples de patients
présentant un risque élevé d’avoir une MAG4 sont ceux qui arborent une pancréatite
chronique d’étiologie indéterminée, une cholangite sclérosante non étiquetée, un
élargissement bilatéral des glandes salivaires et/ou lacrymales, une fibrose rétropéritonéale,
une pseudotumeur orbitale ou un proptosis. L’association d’une de ces conditions avec un
taux élevé d’lgG4, des symptOmes allergiques et/ou un tissu fibrotique augmente la
probabilité de MAGA4.

5.6.3.1.2. Les différents tests contributifs dans le diagnostic

Plusieurs examens  para-cliniques associant des analyses  biologiques,

anatomopathologiques et d’imagerie sont pertinents pour établir le diagnostic de MAG4.

La confirmation diagnostique par biopsie tissulaire est importante afin d’exclure le
caractére malin ou les autres pathologies pouvant mimer la MAG4 (Khosroshahi et al. 2015).
Si les caracteres histopathologiques typiques sont retrouvés associés a des signes cliniques
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compatibles avec un diagnostic de MAG4, d’autres biopsies au niveau d’autres tissus ou
organes ne sont pas nécessaires. Ceci est d’autant plus vrai si ces autres localisations
s’améliorent avec la corticothérapie. Les seules zones non recommandées pour la réalisation
d’une biopsie en vue d’un diagnostic de MAG4 sont les ganglions lymphatiques. En effet,
d’autres conditions peuvent expliquer I'augmentation de plasmocytes IgG4 positifs dans les
ganglions lymphatiques (tumeurs malignes, granulomatose avec polyangéite ou syndrome
de Churg and Strauss, maladie de Castleman notamment). La reprise d’anciennes biopsies
(conservées sous forme de lames enrobées de paraffine, a +4°C) avec un marquage anti-lgG4
peut s’avérer utile (Khosroshahi et al. 2015).

L’analyse histopathologique montre un infiltrat lymphoplasmocytaire dense avec
prédominance de plasmocytes 1gG4 positifs (IgG4+) et de lymphocytes T CD4+, une fibrose
de type «storiforme». Il s’agit d’'un motif en roue de carrosse avec un centre parfois spiralé,
et des bandes de fibrose émanant de celui-ci avec une trame irréguliere emmélée

ressemblant un peu a celle d’une natte de paille (Figure 22).

Figure 22 Biopsie de glande lacrymale avec un infiltrat lymphoplasmocytaire et une fibrose d'aspect "storiforme" (John H
Stone, MD). Un motif en roue de carrosse avec un centre parfois spiralé, et des bandes de fibrose émanant de celui-ci avec
une trame irréguliere emmeélée ressemblant un peu a celle d’'une natte de paille est caractéristique de la MAG4.

Le dosage sérique des 1gG4 doit étre effectué. Toutefois une élévation du taux n’est pas
spécifique de la MAG4 (cf. infra). Le taux d’I1gG4 sérique est élevé chez environ deux-tiers des
patients, en considérant le seuil de 1,35 g/L (Carruthers et al. 2015; Chen, Cheuk, et Chan
2010). Une minorité de patients (Wallace, Deshpande, et al. 2015) présente des
concentrations en I1gG4 sériques normales avant traitement malgré la présence de
modifications histopathologiques typiques de la maladie (Deheragoda et al. 2007). Il n'y a
pas de corrélation entre le taux d’IgG4 et le degré d’activité de la maladie (Chen et al. 2010)
mais il y a une tendance en ce qui concerne le taux et le nombre d’organes et/ou tissus

atteints (Kamisawa, Okamoto, et Funata 2005). Par ailleurs, le dosage est utile en cas de
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suivi, une décroissance étant observée avec le traitement par corticothérapie (Kamisawa et
al. 2005). Une étude sur les concentrations sériques d’lgG4 a été réalisée au Massachusetts
General Hospital sur une période de 10 ans (2001 a 2011) afin de tester les performances de
I’analyse (Carruthers et al. 2015). Sur cette période, 190 patients avaient des 1gG4 sériques
augmentées. Pour comparaison, 190 patients ayant des 1gG4 normales ont été sélectionnés
au hasard. Les résultats suivants ont été observés :

e Soixante-cinqg des soixante-douze patients ayant une MAG4 probable ou définie
avaient des IgG4 augmentées (moyenne: 4,05 g/L; échelle: 1,40 a 20,00 g/L),
donnant une sensibilité de 90%

e Parmi les 308 sujets sans MAG4, 125 présentaient des IgG4 augmentées (moyenne :
2,34 g/L; échelle: 1,35 a 11,80 g/L) et 183 avaient des IgG4 normales, soit une
spécificité de 60%

e La valeur prédictive négative du test dans ces groupes était de facto de 96% tandis
que la valeur prédictive positive était seulement de 34%

e Doubler le cut-off de positivité du seuil IgG4 de 1,35 a 2,70 g/L permettait d’accroitre
la spécificité a 91% mais diminuait en contrepartie la sensibilité a 35%, ce qui n’est
pas acceptable

e ’analyse du ratio 1gG4/1gG totales n’améliorait pas les caractéristiques du test

En 2016, une méta-analyse de neuf études cas-témoin a montré qu’augmenter le seuil de
1,35 g/L a 1,44 g/L permettait d’augmenter la spécificité a 83%, en maintenant la sensibilité
a 87% (Hao et al. 2016).

La valeur seuil d’1,35 g/L a été déterminée en 2001 pour permettre de différencier la PAI1
du cancer du pancréas avec une sensibilité de 95% et une spécificité de 97% (Hamano et al.
2001). La cohorte comprenait alors 20 patients atteints de PAI1 et 70 de cancers
pancréatiques ; des patients atteints d’autres pathologies et des patients controles étaient
aussi représentés mais leurs caractéristiques non décrites. On retrouve encore parfois une
ancienne appellation de la MAG4 sous le nom de syndrome hyper-IgG4 en raison d’une
augmentation d’lgG4 que l'on pensait spécifique de la maladie et pathognomonique.

L’augmentation du taux peut étre retrouvée dans de nombreuses autres situations (cf. infra).

La concentration des plasmablastes circulants serait un meilleur biomarqueur que le
taux d’IgG4 sérique, tant pour le diagnostic que pour suivre I'activité de la maladie (Lin et al.
2017; Mattoo et al. 2014; Wallace, Mattoo, et al. 2015). En effet, les patients atteints de
MAG4 et non traités ont montré des concentrations tres élevées de plasmablastes
circulants. L'identification se fait par cytométrie en flux sur sang périphérique avec un
fenétrage sur la population CD19low CD38+ CD20- CD27+ (Mattoo et al. 2014). La cohorte
étudiée par Docteur Mattoo et ses collegues comprenait 37 patients atteints de MAG4 non
encore traités et 35 témoins controles (incluant 14 sujets sains et 21 patients ayant une

pathologie inflammatoire active non encore traitée). Les analyses retrouvaient :
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e Une élévation significative du nombre total de plasmablastes circulants (médiane :
0,470 G/L; échelle: 0,061-7,952 G/L) comparativement aux patients avec
inflammation (médiane : 0,052 G/L; échelles : 0,002-0,429 G/L) et aux sujets sains
(médiane : 0,009 G/L ; échelle : 0,000-0,065 G/L)

e Treize patients atteints de MAG4 (36%) avaient des 1gG4 sériques inférieures a 1,35
g/L (moyenne: 0,60 g/L; échelle: 0,05-1,23 g/L). La médiane du nombre de
plasmablastes circulants n’était cependant pas significativement plus basse dans ce
groupe (0,378 G/L) comparativement aux patients atteints de MAG4 avec des 1gG4
supérieures ou égales a 1,35 g/L (0,516 G/L), p=0,24

e Parmi les patients atteints de MAG4 ; douze ont regu un traitement par rituximab
(deux doses de 1000 mg espacées de 15 jours). La médiane des plasmablastes
circulants était de 0,636 G/L (échelle : 0,112-4,159 G/L) au cours de la poussée de la
maladie et passait a 0,142 G/L (échelle : 0,039-0,415 G/L) en phase de rémission

Aussi, ces études montrent bien que les plasmablastes circulants sont augmentés chez les
patients atteints de MAG4 non traités, méme en l'absence d’élévation du taux d’lgG4
sérique. D’autres études sont nécessaires pour déterminer la capacité de ce parametre a
prédire les rechutes de la maladie, s’il s’agit bien de plasmablastes IgG4+ et leur réponse vis-
a-vis des différents traitements.

Les examens d’imagerie peuvent faire appel a I'échographie, a la tomodensitométrie
par contraste, a I'imagerie par résonance magnétique (IRM), a la tomographie par émission
de positrons (TEP) et a la tomodensitométrie (scanner). Toutefois, la TEP couplée au 2-[**F]-
fluoro-2-deoxy-D-glucose (DFG) et le scanner se sont révélés plus sensibles que I'imagerie
conventionnelle dans 65% des cas (Ebbo et al. 2014). Quelle que soit la technique, une
bonne corrélation a été retrouvée avec la réponse clinico-biologique au traitement (Ebbo et

al. 2014). Il y a donc un intérét dans le suivi et le dépistage des rechutes.

5.6.3.1.3. Les criteres diagnostiques de la MAG4

Un groupe multinational et multidisciplinaire d’experts a proposé des premieres
recommandations pour le diagnostic de la MAG4 en 2012. Ills reposent sur les résultats
histopathologiques permettant de classer la maladie en probable ou définie s’ils sont
présents (Deshpande et al. 2012; Stone, Khosroshahi, et al. 2012; Umehara, Okazaki, Masaki,
Kawano, Yamamoto, Saeki, Matsui, Yoshino, et al. 2012). Comme mentionné supra, les
caractéristiques histopathologiques comprennent un infiltrat lymphoplasmocytaire
polyclonal dense avec prédominance de plasmocytes IgG4 positifs et de lymphocytes T
CD4+, une fibrose de type «storiforme» et des phlébites obstructives (Chen et al. 2010;

Smyrk 2011). Une légére éosinophilie des tissus peut étre retrouvée.
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Figure 23 Coupe histologique de pancréas d'un patient atteint de PAI1. A- Infiltrat lymphoplasmocytaire dense avec une
phlébite oblitérante (fleches jaunes) (coloration hématoxyline et éosine, x100) B- infiltrat abondant de plasmocytes |gG4
positifs autour du canal pancréatique (immunomarquage 1gG4, x200) (Vlachou et al. 2011)



Tableau V Recommandations diagnostiques de 2011 pour la MAG4 (Umehara, Okazaki, Masaki, Kawano, Yamamoto,
Saeki, Matsui, Yoshino, et al. 2012)

Criteres diagnostiques de la Maladie Associée aux IgG4 selon les recommandations publiées en 2012
1 | Examen clinique Hypertrophie localisée ou diffuse au sein d’un ou plusieurs organes classiquement
atteints au cours de la MAG4

2 | Biologie Elévation des 1gG4 sériques (= 1,35 g/L)

3 | Histologie a- |Infiltration lymphoplasmocytaire  polyclonale marquée + fibrose
« storiforme »

b- Infiltration par des plasmocytes IgG4+: ratio 1gG4+/IgG+ > 40% et > 10
plasmocytes par champ au fort grossissement

MAG4 définie: 1+2+3
MAG4 probable:1+3
MAG4 possible : 1 +2

Ces critéres diagnostiques (Tableau V) sont accompagnés de points de vigilance, en
particulier au niveau histologique, et concernent les principaux diagnostics différentiels de
MAG4 (cf. infra).

Du 19 au 24 octobre 2018 se réunissait a Chicago le congres annuel du college américain
de rhumatologie (American College of Rheumatology ou ACR). En avant-premiére ont été
présentés les résultats d’'une étude mondiale publiée depuis (Wallace et al. 2019). Ces
auteurs ont identifiés quatre phénotypes de patients atteints de MAG4 servant de cadre
pour identifier la pathologie. A partir de ces travaux, ces auteurs proposent d’établir de
nouveaux critéres de classification plus précis avec un systeme de points. Ces
recommandations seront conjointes entre I'’ACR et la ligue européenne contre les
rhumatismes (European League Against Rheumatism ou EULAR). Bien qu’elles ne soient pas
encore publiées au moment de la rédaction de ce mémoire, elles ont été diffusées par
I'investigateur principal, Dr John Stone qui est aussi un acteur majeur de la recherche sur la
MAG4 depuis de nombreuses années (Stone 2018).

Ces recommandations proposent de suivre un cheminement en 3 temps en
commengant par identifier au moins un organe majeur atteint puis d’écarter les patients
possédant au moins un critere d’exclusion et enfin d’attribuer les points en fonction des

atteintes observées.
Dix organes ont été identifiés comme majeurs (Tableau VI). Au moins un de ces organes

doit étre atteint. Les patients ne respectant pas cette condition ne sont pas considérés

comme ayant une MAG4.
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Tableau VI Organes principalement atteints
selon la classification ACR/EULAR 2018 de la
MAG4.

Organes « majeurs » de MAG4

Pancréas

Canaux biliaires

Orbites oculaires

Glandes lacrymales

Glandes salivaires principales

Rétropéritoine

Reins

Aorte

Pachyméninges

Thyroide (thyroidite de Riedel mais
pas la maladie de Hashimoto)

Vingt-et-un critéres d’exclusion divisés en quatre catégories (clinique, biologie, imagerie,

histologie) sont a considérer (Tableau VII). La présence d’un de ces critéres exclut le patient.

lls comprennent les diagnostics établis de maladie de Castleman multicentrique, de maladie

de Crohn, de rectocolite hémorragique (seulement en cas d’atteinte pancréato-biliaire pour

les deux derniéres), de thyroidite de Hashimoto (seulement si thyroide atteinte).

Tableau VII Critéres d'exclusion selon la classification ACR/EULAR 2018 de la MAG4.

Criteres d’exclusion de MAG4

Exclusions cliniques

Fievre
Absence de réponse au traitement par corticoides

Exclusions biologiques

Leucopénie et Thrombopénie

Hyperéosinophilie périphérique (>3 G/L)

ANCA positifs (MPO ou PR3)

Anticorps anti-SSA/Ro ou Anticorps anti-SSB/La positifs
Positivité des autres anti-ENA (Extractable Nuclear Antibody)
Positivité des anticorps anti-ADN double brin

Présence de cryoglobulines

Autres anticorps spécifiques de maladies auto-immunes

Exclusions radiologiques

Progression rapide a I'imagerie

Ostéosclérose (telle que dans la maladie d’Erdheim Chester)
Splénomégalie

Atteintes infectieuses et malignes, associées ou non

Exclusions histologiques

Inflammation granulomateuse primaire
Vascularite nécrosante

Infiltrat malin

Infiltrat macrophagique/histiocytaire prédominant
Infiltrat neutrophile prédominant

Maladie de Castleman multicentrique

Nécrose importante

Pseudotumeurs inflammatoires

Les critéres d’inclusion sont regroupés dans sept domaines. Le nombre de points

associés sont présentés dans le Tableau VIII. La somme des points doit étre supérieure ou

égale a 19 pour que le patient soit considéré atteint de MAG4. Concernant le taux d’lgG4,
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une différence importante doit étre signalée. La valeur de 1,35 g/L n’est plus considérée, ce

sont les bornes du laboratoire qui prévalent.

Tableau VIIl Domaines, critéres d’inclusion et nombre de points de cotation selon la classification ACR/EULAR 2018 de la
MAGA4.

Domaine \ Critéres Points
Taux d’'IgG4 sériques Dans les limites des valeurs normales (N) 0
N —2N 3,7
2N —-5N 6,1
>5N 10,8
Histopathologie et Biopsie non contributive 0
Immunomarquage Infiltrat lymphoplasmocytaire dense (ILD) 3,7
ILD avec phlébite oblitérante 6,1
ILD avec fibrose « storiforme » 13,3
Elargissement des glandes | Une glande ou paire de glandes 5,9
lacrymales et/ou salivaires A partir de deux paires de glandes 13,8
Aorte thoracique et tronc Epaississement péri-broncho-vasculaire et septal 3,8
Aspect de bande de tissu mou paravertébral au niveau 9,8
de la cage thoracique
Pancréas et voies biliaires Elargissement  pancréatique diffus (perte des 8
lobulations)
Précédent associé a I'aspect « capsule-like rim » anneau 10,5
hypodense et/ou hypointense T2
Atteinte du pancréas et de I'arbre biliaire 18,7
Rein Hypocomplémentémie 5,8
Epaississement du pelvis rénal, présence d’un tissu mou 8,1
ou les deux
Rétropéritoine Epaississement diffus de la paroi aortique abdominale 41
Tissu mou circonférentiel ou antérolatéral autour de 7,8
I'aorte infrarénale ou des arteres iliaques

L’application de ces criteres aux cohortes étudiées par Wallace et al. a montré une
sensibilité de 85,5% et une spécificité de 99,2% (Wallace et al. 2019). Sans I'application des

critéres d’exclusion, la sensibilité est de 90% et la spécificité est de 88,5%.

5.6.3.1.4. Diagnostic différentiel de MAG4

Les diagnostics différentiels sont nombreux, ils dépendent de la sphére atteinte et de la

présentation clinique.

Au niveau de la sphére pancréato-hépatobiliaire, les pathologies pouvant étre
confondues avec la MAG4 sont le cancer du pancréas, la cholangite sclérosante primitive et
le cholangiocarcinome.

Faire la différence entre la PAI1 et le cancer du pancréas n’est pas toujours facile dans la
mesure ou dans les deux cas un teint ictérique asymptomatique peut étre retrouvé et les
IgG4 peuvent étre augmentées (méme si généralement moins augmentées dans la seconde
condition) (Ghazale et al. 2007). L'imagerie permet bien souvent de différencier les deux

entités cliniques. La PAI1 présente en tomodensitométrie un aspect en saucisse du pancréas
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qui est tuméfié et délobulé ou bien un aspect « capsule-like rim» avec un anneau
hypodense et/ou hypointense en T2, ces caractéristiques n’étant pas retrouvées dans le
cancer du pancréas (Cao et al. 2015). Mais c’est bien la biopsie, en peropératoire ou obtenue
par échographie endoscopique, qui est la plus performante pour exclure les deux
diagnostiques I'un de 'autre.

La distinction entre la cholangite sclérosante primitive et celle liée a la MAG4 est
importante car le pronostic n’est pas du tout le méme. Une cholestase biologique et des
restrictions au cholangiogramme ne sont pas discriminantes (Goodchild, Pereira, et Webster
2018). La présence simultanée d’'une implication des canaux biliaires et du pancréas est
plutot en faveur de la PAIL, I'atteinte biliaire isolée étant tres rare dans la MAGA4. La biopsie,
'augmentation sérique des 1gG4, les manifestations extrabiliaires et la réponse aux
corticoides seront en faveur de la MAG4 (Ghazale et al. 2008; Takuma, Kamisawa, et Igarashi
2011). Une étude récente (Moon et al. 2017) a proposé un score composite pour faire la part
des choses entre les deux formes de cholangite mais le recul est encore faible pour juger de
la fiabilité de cet outil.

L'ictere obstructif, I'élargissement du pancréas et la lymphadénopathie sont des
caractéristiques a la fois du cholangiocarcinome et de la cholangite sclérosante liée aux 1gG4.
Dans le cholangiocarcinome, le marqueur « cancer antigen 19-9 » (CA 19-9) est élevé,
I'obstruction des canaux biliaires est complete en cholangiopancréatographie rétrograde
endoscopique et la bilirubine sérique est plus élevée, comparativement a la cholangite
sclérosante liée aux 1gG4. Une corrélation négative entre le taux sérique d’'lIgG4 et le

cholangiocarcinome serait également observée (Tabata et al. 2013).

Pour la sphére rétropéritonéale et aortique, les atteintes liées a la MAG4 doivent étre
dissociées des autres causes de fibroses et des troubles infectieux et inflammatoires pouvant
mimer la MAGA4.

Les caractéristiques histopathologiques et cliniques permettent souvent de bien
différencier une forme de MAG4. La biopsie répond aux critéres (cf. supra) et des atteintes
extrapéritonéales sont présentes chez plus de la moitié des patients (Lian, Wang, et Tian
2016). L'extension d’une périaortite infrarénale impliquant les vaisseaux iliaques est un
motif d’imagerie fortement suggestif de fibrose rétropéritonéale liée aux IgG4, comme
évoqué supra (Khosroshahi et al. 2013; Stone 2011; Zen, Onodera, et al. 2009).

Les étiologies des aortites et périaortites sont nombreuses (non infectieuses et
infectieuses). Si la cause infectieuse est d’origine bactérienne, une fiévre sera observée, ce
qui exclut une MAG4. Les formes malignes, telles que les présentations atypiques de
lymphome, seront également exclues (Palmisano et Vaglio 2009; Stone et al. 2015). D’un
point de vue épidémiologique, les patients présentant une aortite a MAG4 sont
significativement plus agés que ceux atteints d’artérite de Takayasu ou de maladie de Behget

(Koo et al. 2014). Les anévrismes de |'aorte abdominale liés a la MAG4 présentent des taux
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d’lgG4 et d’IgE sériques plus importants (Kasashima et Zen 2011). La biopsie est I'élément le
plus discriminant. Une inflammation granulomateuse, la présence de granulomes
épithélioides ou de cellules géantes multinucléées sont en effet des arguments allant a
I’encontre d’'une MAG4 (Weindorf et Frederiksen 2017).

Les atteintes de la téte et du cou de MAG4 sont essentiellement a différencier du
syndrome de Goujerot-Sjogren (SGS) et des pseudotumeurs inflammatoires de I'orbite.

Cliniguement, un patient atteint de SGS ou de MAG4 peut présenter un gonflement
important des glandes salivaires principales (parotide, sous-mandibulaire) ou des glandes
lacrymales. La comparaison plus en détails de ces deux maladies permet de constater une
prédominance féminine dans le SGS, des 1gG4 sériques normales et une biopsie des glandes
salivaires sans les caractéristiques de MAG4. Dans la sialadénite liée aux IgG4, le syndrome
sec, les rhinites allergiques et I'asthme sont moins présents, le bilan auto-immun ne
retrouve pas d’auto-anticorps (notamment anti-nucléaires, anti-SSA et anti-SSB) (Fragoulis,
Zampeli, et Moutsopoulos 2017).

La MAG4 apparait de plus en plus comme une étiologie majeure des inflammations
orbitales, suite a I'atteinte des glandes lacrymales (cf. supra). En fonction des critéres
diagnostiques utilisés avant 2015, 5 a 25% des inflammations orbitales étiquetées non
granulomateuses idiopathiques seraient en réalité des MAG4 (Andrew et al. 2015). Chez
I'enfant, I'inflammation orbitale semble étre une manifestation commune de la MAG4
(Smerla et al. 2018). La biopsie est le meilleur examen pour affirmer les atteintes liées a la
MAG4.

D’autres atteintes d’organes ou multisystémiques peuvent ressembler a la MAGA4.

L'atteinte pulmonaire de la MAG4 est assez semblable cliniquement et
radiologiqguement a la sarcoidose, a certaines néoplasies et a la pneumopathie interstitielle
diffuse associée aux maladies auto-immunes. C’est l'association a des atteintes non
pulmonaires et une biopsie évocatrice qui orientera le diagnostic vers la MAG4. Toutefois,
I'aspect de fibrose « storiforme » n’est pas toujours présent au niveau du tissu pulmonaire
(Bledsoe et al. 2018; Corcoran et al. 2017). Dans la MAG4 pulmonaire, des agrégats de
polynucléaires neutrophiles peuvent étre retrouvés (Corcoran et al. 2017), ce qui n’est pas le
cas dans les autres tissus. L'extension de linfiltrat fibroinflammatoire dans la région
périlymphatique est également caractéristique de la MAG4 (Bledsoe et al. 2018).

Une lymphadénopathie généralisée peut évoquer une sarcoidose, une maladie de
Castleman multicentrique, une infection (la tuberculose par exemple), un lymphome ou une
autre tumeur maligne. La différence en faveur d’'une MAG4 se fait par un élargissement plus
modéré des ganglions lymphatiques, des distinctions histopathologiques a la biopsie et la
réponse aux corticoides (Chen et al. 2010).
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Concernant le goitre thyroidien, il y a des formes de thyroidites qui peuvent apparaitre
similaires a la thyroidite de Riedel comme celle de Hashimoto et ses variants (post-partum,
silencieuse, avec fibrose) (Falhammar et al. 2018; Li et al. 2009; Stan et al. 2017). Les
anticorps anti-thyroperoxydase (anti-TPO) excluent la MAG4, la forme variante avec fibrose
serait une forme précoce de thyroidite de Riedel (Stan et al. 2017).

Au niveau rénal, les néphrites interstitielles pouvant mimer la MAG4 incluent celles liées
aux médicaments, les pyélonéphrites chroniques, la maladie de Castleman multicentrique et
les néphrites interstitielles liées aux autres maladies auto-immunes (essentiellement SGS et
granulomatose avec polyangéite). La biopsie est déterminante puisque dans la néphrite
interstitielle liée aux 1gG4, sont retrouvés d’abondants plasmocytes IgG4+ et la fibrose
« storiforme », souvent associés a des dépodts de complexes immuns au niveau de la
membrane basale tubulaire. En revanche, I'analyse de la biopsie ne retrouve pas
d’inflammation granulomateuse, d’infiltrats de polynucléaires neutrophiles et de caryorexie
(Zhang et Cornell 2017).

La distinction doit étre faite avec la MAG4 qui peut présenter des atteintes mimant les
vascularites a anticorps anti-cytoplasme de polynucléaires neutrophiles (ANCA). Les reins et
les poumons sont particulierement affectés par les vascularites a ANCA alors que ce ne sont
pas les atteintes les plus fréquentes de la MAG4. De plus dans la MAG4, la protéine C-
réactive (CRP) n’est généralement pas augmentée (hors fibrose rétropéritonéale) et il n'y a
pas de fievre (Kawashima et al. 2019). Les caracteres histopathologiques peuvent contribuer
a dissocier les deux entités, associés a la présence d’ANCA (de type myéloperoxydase (MPO)
ou protéinase 3 (PR3)). L'association a une pachyméningite, une pseudotumeur orbitale ou
une périaortite chronique sont en faveur d’'une MAG4 (Danlos et al. 2017; Della-Torre et al.
2016).

5.6.4. Traitement et pronostic

5.6.4.1. Evaluation prétraitement

Une fois le diagnostic de MAG4 posé, un bilan d’extension devrait étre réalisé avant de
débuter un traitement, compte tenu de la multitude d’organes ou de tissus pouvant étre
atteints. Il comprendra des examens d’imagerie par scanner de la poitrine, de I'abdomen, du
pelvis et possiblement les orbites oculaires si une atteinte est suspectée. Concernant les
examens de biologie médicale, il n’y a pas de recommandation concernant des analyses a

effectuer dans le cadre du bilan d’extension ou en prétraitement.

5.6.4.2. Prise en charge thérapeutique

Le traitement optimal de la MAG4 n’a pas encore été établi. Le consensus international

parmi les experts indique les points suivants (Khosroshahi et al. 2015) :
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e Tous les patients avec une MAG4 active et symptomatique doivent étre traités,
parfois de facon urgente. Certains patients avec une MAG4 asymptomatique doivent
aussi étre traités

e Les glucocorticoides représentent la premiere ligne de traitement pour induire une
rémission chez tous les patients avec une MAG4 active non traitée, sauf en cas de
contre-indications formelles. En pratique, le traitement initial recommandé est Ila
prednisone a la posologie de 0,6 mg/kg/jour

e Apres une thérapie d’induction réussie, certains patients bénéficient d’'une thérapie
d’entretien a base de corticoides a faible dose (2,5 — 5 mg/jour)

e La reprise des glucocorticoides est indiquée pour les patients en rechute apres une
premiere induction de rémission réussie. A la suite de la rechute, I'adjonction d’un
agent épargnant les glucocorticoides (immunosuppresseur) doit étre considérée pour
la maintenance de rémission

Un des points n’ayant pas fait consensus est la combinaison des glucocorticoides avec

un immunosuppresseur des linitiation du traitement visant a limiter I'échec d’une
monothérapie par glucocorticoides et a réduire la toxicité de ces derniers sur le long terme.
Les immunosuppresseurs ayant fait I'objet d’essais ou étant utilisés dans certains cas sont le
rituximab (RTX), I'azathioprine (AZA), le mycophénolate mofétil (MMF), le 6-mercaptopurine
(6-MP), le méthotrexate, le tacrolimus et le cyclophosphamide. Cette divergence de point de

vue s’explique en partie par des pratiques différentes entre les différents pays.

5.6.4.3. Réponse aux traitements

Dans une large cohorte de 215 patients (Wang et al. 2018) a l'initiation du traitement
de leur MAGA4, la rémission n’a pas été atteinte pour 12% des patients (26/215). La définition
de rémission donnée par les auteurs était : (1) amélioration du score de I'index de réponse
au traitement pour la MAG4 supérieure ou égale a 50% (présenté infra); (2) décroissance des
glucocorticoides a une posologie d’entretien (prednisone <10 mg/jour); et (3) absence de
rechute lors de la décroissance des glucocorticoides (dans les 6 mois suivant l'initiation du
traitement). Cet échec semblait plus fréquent chez les patients ayant recu des
glucocorticoides en monothérapie car cela représentait 21% (16/77), contre 7% (10/138)
chez les patients ayant recu des glucocorticoides associés a un agent immunosuppresseur.
Les traitements n’ayant pas été attribués aléatoirement, I'efficacité relative de ces deux
approches n’a pas pu étre comparée (Wang et al. 2018).

La plupart des patients répondent aux glucocorticoides des les premieres semaines de
traitement, avec une amélioration de la symptomatologie, une diminution de la taille des
organes ou des masses observées, une amélioration fonctionnelle de l'organe et une
diminution du taux sérique d’lgG4. Cependant, certains patients répondent au bout de

guelgues mois, un certain nombre de patients rechutent et d’autres ne répondent pas bien
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voire pas du tout dans de tres rares cas. Les patients ne répondant pas du tout aux
glucocorticoides ne sont pas bien définis et n’étaient peut-étre pas atteints de MAG4
(Carruthers et al. 2012). Un index de réponse pour la MAG4 a été développé a partir de
données cliniques. Cet index a été utilisé en recherche clinique et dans des études de
recherche de biomarqueurs (Figure 24) (Carruthers et al. 2012). Son utilisation a été validée,
montrant une corrélation significative entre I'index de réponse et |'évaluation clinique des
patients par les médecins (Physician’s Global Assessment). Suite au traitement, une
amélioration significative du score de l'index de réponse a été observée (Wallace et al.
2018).

Une réponse a la prednisone est constatée sous deux a quatre semaines, souvent
encore plus rapidement. Quand la réponse significative est cliniguement observable, une
décroissance de la prednisone peut étre initiée. Elle doit étre opérée sur une période
supérieure a deux mois, en fonction de la tolérance, et en ayant pour but final de sevrer le
traitement.

Dans les cas de résistances au traitement initial (posologie supérieure ou égale a 40
mg/jour), de corticodépendance (décroissance inférieure a 5 mg/jour impossible sans effets
indésirables liés a une prise chronique) ou de contre-indication formelle, le rituximab peut
étre utilisé (1 gramme par voie intraveineuse (IV) tous les 15 jours dans la limite de deux
doses). Des études cas-témoins ont montré une efficacité du rituximab (Khosroshahi et al.
2010, 2012; Khosroshahi et Stone 2011b). Une étude a par ailleurs montré I'efficacité du
rituximab des l'initiation du traitement et en phase d’entretien (Ebbo, Grados, et al. 2017).
Cette étude a également montré la survenue de rechutes a l'arrét du traitement (Ebbo,
Grados, et al. 2017).

En alternative au rituximab, I'azathioprine (2 mg/kg/jour) ou le mycophénolate mofétil
(jusqu’a 2,5 g/jour en fonction de la tolérance) semblent des molécules de choix comme
agents d’épargne aux corticoides. Ces médicaments sont toutefois en cours d’évaluation
pour la MAGA4.

67



Figure 24 Feuille d’évaluation de I'Index de réponse pour la MAG4 pour relever I'activité de la maladie lors des
consultations de suivi (Carruthers et al. 2012).



5.6.4.4. Pronostic

En I'absence de traitement, I"évolution naturelle de la maladie comprend : cirrhose
hépatique, hypertension portale, fibrose rétropéritonéale, complications liées a un
anévrisme aortique dont une dissection, obstruction biliaire, diabéte (Ghazale et al. 2008;
Khosroshahi et Stone 2011b; Stone et al. 2010; Zen, Onodera, et al. 2009). Ces atteintes
constituent les principales causes de morbidité et mortalité. Des symptémes généraux sont
également retrouvés, comme une fatigue et une perte de poids pouvant étre significative
sur plusieurs mois (10 a 15 kg). Cette perte de poids est surtout liée a I'atteinte
pancréatique.

Une nette amélioration est observée avec le traitement, mais les rechutes sont
fréquentes a I'arrét (Shirakashi et al. 2018). Ces rechutes représentent 30 a 50% des patients
selon les études (Kamisawa et al. 2009; Shirakashi et al. 2018; Yamamoto et al. 2015). Le
délai d’apparition médian des rechutes est de 38 mois (Yamamoto et al. 2012) apres
I'initiation du traitement par corticoides. Le traitement est alors arrété ou a faibles doses (5
mg/jour). D’autres tissus ou organes peuvent étre atteints avec le temps, parfois malgré un

traitement efficace. Le pronostic a long-terme n’est pas encore connu.

5.7. Déficit en IgG4

A l'instar des augmentations d’lgG4 ou des maladies présentées supra, il convient de
s’'intéresser aux diminutions de ces 1gG4.

Les IgG4 sont présentes dans la circulation a de tres faibles taux en situation normale,
représentant entre 4 et 5% des IgG totales (Aalberse et al. 2009). Un déficit en cette sous-
classe d’'lgG peut étre néanmoins observé. Il a été montré comme parfois associé au déficit
en 1gG2 ou en IgA (Bonilla et al. 2015). Cliniguement, ce déficit serait associé a des infections
respiratoires récurrentes et une bronchectasie (Aghamohammadi et al. 2008). Toutefois, il

n’existe que peu de données sur le sujet.
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6. Anticorps monoclonaux thérapeutiques de type IgG4

Nous avons vu que les IgG4 possédaient des caractéristiques structurales propres. La
flexibilité de la molécule liée aux résidus S228 de la région charniere et R409 du domaine
CH3 favorise les échanges de demi-molécules. Des échanges ont été observés avec des
anticorps monoclonaux thérapeutiques de nature 1gG4, notamment le natalizumab (Labrijn
et al. 2009). De plus, les domaines CH3 ont la capacité de médier une interaction Fc-Fc. Cette
capacité d’interaction et d’agrégation sous-tend de potentielles interférences avec ces
anticorps thérapeutiques. Nous présentons dans ce paragraphe, les anticorps monoclonaux
thérapeutiques de type 1gG4 et hybrides (comprenant une part d'lgG4) qui peuvent interagir

avec les IgG4 sériques et interférer dans leur caractérisation ou dosage.

L'utilisation de sérum contenant des anticorps polyclonaux provenant d’animaux
immunisés avec des toxines bactériennes a signé le début de la mise en application des
thérapies basées sur les anticorps a la fin du XIXéme siécle. Behring est d’ailleurs le lauréat
du premier Prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 1901 pour ses découvertes en lien
avec la thérapie sérique contre la diphtérie (Kaufmann 2017). Les différentes avancées,
notamment en biologie moléculaire, ont conduit au développement de la technique des
hybridomes en 1975 permettant d’obtenir des anticorps monoclonaux en tres grande
quantité et a faible colt (Kohler et Milstein 1975). Le premier anticorps monoclonal utilisé
en thérapeutique, muromonab, dirigé contre le récepteur CD3 des lymphocytes T pour le
contréle du rejet de greffe, a été approuvé en 1986 par I'agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (Food and Drug Administration ou FDA) et I'agence
européenne des médicaments (European Medicines Agency ou EMA) (Norman et al. 1987).
Au moment de la rédaction de ce manuscrit, soixante-dix-huit anticorps monoclonaux ou
protéines de fusion sont disponibles sur le marché (ACTIP, 2017, The Antibody Society,
2019). Il s’agit d’IgG d’isotype 1, 2, 4 ou hybrides 2/4. Les 1gG1 sont I'isotype privilégié pour
le développement, représentant ainsi 68% des molécules utilisées en clinique, suivies par les
IgG4 pour 17% (14/78). Les hybrides 1gG2/4 comptent pour 3% (2/78) du total. Les
caractéristiques des 14 anticorps monoclonaux thérapeutiques de nature 1gG4 sont
résumées dans le Tableau IX. Leurs mécanismes d’action et leurs posologies sont détaillés

pour chacun infra.

Alors que le natalizumab est sujet au FAE de par I'absence de modification de sa
structure, le gemtuzumab et I'inotuzumab ont une région charniere modifiée S228P pour
prévenir le FAE (Labrijn et al. 2009). Certaines molécules présentent la substitution R409K
évoquée supra (paragraphe 3.6). Ces deux substitutions permettent de stabiliser les
molécules 1gG4. Leur découverte, associée a la potentialité des IgG4 a échanger des demi-

molécules dont les conséquences sur |'efficacité des thérapeutiques n’étaient pas connues,
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ont conduit l'industrie pharmaceutique a les intégrer dans la formulation des IgG4
thérapeutiques (Herbener et al. 2018). Toutefois, tous les anticorps thérapeutiques ne sont
pas étudiés et leurs structures exactes ne sont pas publiques. Concernant I'eculizumab et le
ravulizumab, leur région charniere étant de nature 1gG2, ils ne sont pas soumis au FAE.
L’emicizumab présente également une région charniere stabilisée pour maintenir sa
bispécificité (Kitazawa et al. 2017; Mahlangu et al. 2018).
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Tableau IX Revue des Ac monoclonaux thérapeutiques de type IgG4 et hybrides comprenant une part d'lgG4, d’aprés ACTIP, 2017, The Antibody Society, 2019 et les « Résumés caractéristiques
du produit » fournis par 'EMA ou la FDA. DCI = dénomination commune internationale, Ceq = concentration circulante a I’équilibre, Cmax = concentration circulante maximale

Disponibilité au

Nom CHU de

DCl . Laboratoire Cible Format Indications initiales Poscflogle C?q (Cmax) Premiére approbation Prem!ere
commercial maximale circulante EMA approbation FDA

Bordeaux

900 mg IV

Eculizumab SOLIRIS Alexion, Europe SAS Cc5 Humanisé, IgG2/4k  Hémoglobinurie paroxystique nocturne toutes les
semaines

50-400 mg/L

(700-1100 mg/L) 2007 2007 oui

200 mg IV

Pembrolizumab KEYTRUDA MSD, France PD1 Humanisé, IgG4k Mélanome toutes les 3
semaines

22-29 mg/L

(218-331 mg/L) 2015 2014 oui

3 mg/kg IV
. CINQAERO . 1,35-28 mg/L
Reslizumab CINQAIR TEVA, BV IL-5 Humanisé, 1gG4x Asthme t(::::if:: (78-96 mg/L) 2016 2016 non

300megsSC g5 5 79,9 mg/L
Dupilumab DUPIXENT Sanofi IL-4R a Humain, IgG4k Dermatite atopique toutes les 2 ! ’ 2017 2017 oui
semaines (95,4-121,3 mg/L)

. 3 mg/m’ IV :
Gemtuzumab MYLOTARG Pizer D33 Humanisé, lgG4k, Leucémie aigué myéloide ai1,0a,07dy 038063 me/L 2018 2017; oui
ozogamicin conjuguée cycle (1,63-1,95 mg/L) 2000 (retrait)
| | | |
. . . . 800 mg IV
. Ib.allzumab., TROGARZO TaiMed biologics .and CcD4 Humanisé, 18G4k Infection au VIH toutes les 2 - Attente de décision 2018 oui (sous ATU)
ibalizumab-uiyk Theratechnologies semaines

Leronlimab (en instance) CytoDyn CCR5 Humanisé, IgG4k Infection au VIH - - En revue En revue non




6.1. Natalizumab

Le natalizumab est un anticorps I1gG4k recombinant humanisé. Il se lie a une intégrine
a4B1-integrin (very late antigen 4 ou VLA-4) et bloque ainsi son interaction avec VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule-1 appelé également cluster de différentiation 106 ou
CD106) (Figure 25).

Les cellules endothéliales de la lumiére des vaisseaux sanguins expriment la molécule
d’adhésion VCAM-1. La reconnaissance de VLA-4 par VCAM-1 est requise pour la diapédese
leucocytaire a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) pour atteindre le systéeme
nerveux central (Burkly et al. 1991; Lobb et Hemler 1994). Dans la sclérose en plaques (SEP),
les lésions apparaitraient lorsque les lymphocytes T activés traversent la BHE via le complexe
VCAM-1/VLA-4. Dans les conditions normales, VCAM-1 n'est pas exprimée dans le
parenchyme cérébral mais, en présence de cytokines pro-inflammatoires, cette expression
est stimulée a la surface les cellules endothéliales et probablement a la surface des cellules
gliales proches des sites inflammatoires (Osborn et al. 1989). Le natalizumab inhibe le
recrutement secondaire des lymphocytes dans les tissus inflammatoires, diminuant Ila
formation ou I'extension des lésions de SEP (Noseworthy et Kirkpatrick 2005).

Le natalizumab TYSABRI est indiqué en monothérapie comme traitement de fond chez les
adultes présentant des formes trés actives de SEP rémittente-récurrente. Le natalizumab
300 mg est administré en perfusion IV une fois toutes les 4 semaines. Les concentrations
sérigues maximales moyennes sont de 110 ug/ml +52. Les concentrations minimales
moyennes obtenues a I'équilibre au cours de la période de traitement étaient comprises
entre 23 et 29 ug/ml. Le délai prévu pour atteindre I'équilibre était d'environ 36 semaines
(Biogen Idec, Inc. 2006).

6.1. Eculizumab et Ravulizumab

L’eculizumab et le ravulizumab sont des anticorps monoclonaux humanisés hybrides
lgG2/4k. L'isotype 1gG2 humain ne lie pas les FcyR et I'lgG4 n’active pas la cascade du
complément. Cette molécule est composée du CH1 et la région charniere de I'lgG2 humaine
fusionnés avec les régions CH2 et CH3 de I'lgG4 humaine (Rother et al. 2007; Herlitz et al.
2012).
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Figure 25 Schéma simplifié de la pathogénése de la sclérose en plaques avec place du natalizumab (Noseworthy et
Kirkpatrick 2005). MHC : major histocompatibility complex; VCAML1 : vascular cell adhesion molecule-1; CNS : central
nervous system



Figure 26 Caractéristiques structurales de I'eculizumab et du ravulizumab (Herlitz et al. 2012).

L’eculizumab et le ravulizumab sont des inhibiteurs de la voie terminale du complément
qui se lient de maniére spécifique a la protéine C5 du complément avec une affinité élevée,
inhibant ainsi son clivage en C5a et C5b par la C5 convertase. lls empéchent de facto la
formation du complexe d'attague membranaire composé de protéines C5b, C6, C7, C8, C9.
Ainsi I'hnémolyse induite par I'amplification du systeme du complément reste limitée.

Figure 27 Régulation du complément et réle de I'eculizumab et du ravulizumab (Connell 2019).

L’eculizumab est indiqué chez I'adulte et I'enfant pour le traitement de I’"hémoglobinurie
paroxystique nocturne (HPN) et le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHU
atypique), pathologies liées a une dérégulation de la voie alterne du complément. Chez
I'adulte, il y a en plus une indication pour le traitement de la myasthénie acquise généralisée
réfractaire chez les patients présentant des anticorps anti-RAC.

L’eculizumab SOLIRIS 300 mg est administré en perfusion intraveineuse de 25 a 45
minutes chaque semaine ou toutes les deux a trois semaines a la posologie de 300 a
1200 mg en fonction de l'indication, de I’'dge et de la phase du traitement (initiale ou
d’entretien). Les concentrations maximales observées chez des patients correctement traités
pour un SHU atypique (ou les posologies sont les plus élevées d’aprés les recommandations)
allaient jusqu’a 700 pg/mL chez I'adulte et 1100 pg/mL chez I’enfant (Wijnsma et al. 2018).
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Le ravulizumab devrait obtenir en premier lieu 'autorisation de mise sur le marché pour
I’'HPN s’il venait a étre accepté par I'EMA compte-tenu des résultats des essais cliniques de
Phase 3 (Roth et al. 2018). Des essais sont en cours pour les autres indications.

Le ravulizumab ULTOMIRIS, de par les substitutions d’acides aminés présenterait une
demi-vie nettement améliorée, permettant d’augmenter l'intervalle entre deux injections.
(Sheridan et al. 2018).

6.2. Nivolumab et Pembrolizumab

Le nivolumab et le pembrolizumab sont des IgG4k monoclonales qui se lient au
récepteur PD-1 (program death-1), une molécule du checkpoint immunologique, qui est
exprimée au cours des stimulations antigéniques sur les lymphocytes T CD4+ et CD8+
anergiques (Keir, Francisco, et Sharpe 2007). Ces anticorps thérapeutiques bloquent
I'interaction de PD-1 avec ses deux ligands connus PDL-1 et PDL-2 présents sur les cellules
tumorales, ainsi que sur les cellules dendritiques. L'interaction PD-1/PDL-1 envoie des
signaux répresseurs au lymphocyte T qui devient incapable de controler I'expansion des
cellules tumorales (Iwai et al. 2002). Le nivolumab et le pembrolizumab restaurent ainsi

I'activité antitumorale naturelle des lymphocytes T.

Le nivolumab et le pembrolizumab sont indiqués en monothérapie dans le mélanome, le
cancer bronchique non a petites cellules, le carcinome a cellules rénales, le lymphome de
Hodgkin, le cancer épidermoide de la téte et du cou, le carcinome urothélial. Leur
association avec l'ipilimumab (anticorps anti-CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4)) est
possible dans le mélanome.

En monothérapie, la dose recommandée de nivolumab OPDIVO est soit de 240 mg
toutes les 2 semaines, soit de 480 mg toutes les 4 semaines selon I'indication.
L’administration se fait en perfusion IV. La pharmacocinétique de nivolumab est linéaire
pour des posologies allant de 0,1 a 10 mg/kg. L’exposition moyenne a I'état d'équilibre a la
dose de 3 mg/kg de nivolumab toutes les 2 semaines est de 86,6 ug/mL (Lee et al. 2018).

En monothérapie, la dose recommandée de pembrolizumab KEYTRUDA est soit de
200mg toutes les 3 semaines, soit de 400 mg toutes les 6 semaines, administrée en
perfusion intraveineuse pendant 30 minutes. La concentration minimale (Cmin) médiane a
I’état d’équilibre était de 22,8 pug/mL avec un schéma posologique de 2 mg/kg toutes les

trois semaines.
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Figure 28 Mécanisme d'action du nivolumab. Mécanisme
similaire pour le pembrolizumab, (Service d’immunologie,
Faculté de Pharmacie de Lille 2018a)



6.3. Ixekizumab

L’ixekizumab est un anticorps 1gG4k recombinant humanisé. Il se lie spécifiguement a
I'interleukine 17A (IL-17A). Cette cytokine est I'un des 6 membres de la famille des IL-17 (A a
F) intervenant au niveau : des défenses naturelles de I’hote, de la migration et de I'activation
des polynucléaires neutrophiles, des processus inflammatoires et des pathologies auto-
immunes (Toussirot 2018). Les IL-17 peuvent former des dimeéres entre elles. Parce que I'lL-
17A et I'lL-17F présentent 50% d’homologie, I'lL-17A peut former des dimeres avec I'lL-17F
(formant un hétérodimére IL-17A/IL-17F) ou bien avec une autre IL-17A (formant un
homodimeére IL-17A/IL-17A). Ces diméres représentent les formes actives circulantes. Ces
cytokines sont produites par les lymphocytes T helper 17 (Th17) qui sont trés présents au
niveau des lésions psoriasiques notamment. La liaison de I'lL-17A aux kératinocytes dans cet
environnement conduit a la libération d’autres médiateurs pro-inflammatoires et au
recrutement d’autres lymphocytes Th17, de polynucléaires neutrophiles et de cellules
dendritiques. Par fixation a I'lL-17A, l'ixekuzimab empéche la liaison de I'IL-17A a son
récepteur, inhibant ainsi les effets pro-inflammatoires associés (Figure 29).

L'ixekizumab est indiqué dans le traitement du psoriasis en plagues modéré a sévere
chez l'adulte qui nécessite un traitement systémique, seul ou en association avec le
méthotrexate Il est également indiqué dans le traitement du rhumatisme psoriasique actif
chez les patients adultes qui ont présentés une réponse inadéquate ou une intolérance a un
ou plusieurs traitements de fond.

La dose recommandée est de 160 mg en injection sous-cutanée, suivie d’'une dose
d’entretien de 80 mg toutes les 4 semaines.

L'état d'équilibre serait atteint au bout de 10 semaines environ. L'estimation de la
concentration moyenne a I'équilibre est de 1,35-28 mg/L et la Cmax moyenne de 78-96
mg/L.

6.1. Reslizumab

Le reslizumab est un anticorps IgG4k humanisé dirigé contre l'interleukine 5 (IL-5)
humaine. L'IL-5 permet le recrutement et I'activation des polynucléaires éosinophiles (PNE).
Le reslizumab se lie spécifiguement a I'lL-5 et interfere avec la liaison de I'lL-5 a son
récepteur de surface cellulaire.

Au cours de I'asthme, les PNE activés par I'lL-5, endommagent la muqueuse bronchique.
Leur dégranulation crée une hyperréactivité de la muqueuse, responsable des crises
d'asthme. Le reslizumab limite le recrutement des PNE dans les poumons et par conséquent

la gravité des crises d'asthme (Farne et al. 2017).
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Ixekizumab

Figure 29 Mécanisme d'action de l'ixekizumab. IL-17A interleukine 17A ; IL-17F interleukine 17F ; Th lymphocyte T helper;
IL-17R récepteur de I'lL-17 (Creative Biolabs 2018c)

Figure 30 Mécanisme d'action du reslizumab (Service d'immunologie, Faculté de Pharmacie de Lille 2018b).



Le reslizumab est indiqué chez l'adulte comme traitement adjuvant de |’asthme
éosinophilique sévere insuffisamment controlé par les corticostéroides inhalés a dose
élevée, associés a un autre médicament destiné au traitement continu de fond.

Le reslizumab CINQAERO ou CINQAIR est administré en perfusion intraveineuse toutes
les 4 semaines a une dose recommandée de 3 mg/kg. Des concentrations sériques
maximales d’environ 80 pg/mL sont habituellement observées a la fin de la perfusion
(Markham 2018).

6.2. Dupilumab

Le dupilumab est un anticorps monoclonal IgG4k humain dirigé contre la sous-unité
alpha du récepteur de I'lL-4 (IL-4Ra ) (Vatrella et al. 2014). Il inhibe ainsi la signalisation de
I'IL-4 et de I'lL-13 via le récepteur de type | de I'll-4 (IL-4Ra/yc) et le récepteur de type Il de
I'IL-4 et de I'lL-13 (IL-4Ra/IL-13Ra) (Figure 31). Ces deux interleukines sont principalement
sécrétées par les lymphocytes CD4+ Th2 et les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2),
mais une production en faible quantité est retrouvée dans les mastocytes, les polynucléaires
éosinophiles et basophiles, les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes natural killer (NK)
(Corren 2013; Steinke et Borish 2001). Elles favorisent le recrutement des PNE par
augmentation de la synthése d’éotaxine (facteur du chimiotactisme) et I'amélioration de
leur adhésion endothéliale par une augmentation de I'expression du VCAM-1 au niveau de la
peau et du poumon notamment (Corren 2013). Elles sont ainsi responsables de
I'inflammation et des changements structuraux (remodelage) caractéristiques de I'asthme et

de la dermatite atopique.

Figure 31 Mécanisme d'action du dupilumab (Sanofi US 2019).

Le dupilumab est indiqué dans le traitement de la dermatite atopique modérée a sévere
de I'adulte qui nécessite un traitement systémique. Il est indiqgué comme adjuvant dans le
traitement de fond de I'asthme sévere associé a une inflammation de type 2 (caractérisée

par des éosinophiles sanguins élevés et/ou une fraction de monoxyde d'azote expiré (FeNO)
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élevée). Cette indication est valable chez les adultes et les adolescents de 12 ans et plus qui
sont insuffisamment controlés par des corticostéroides inhalés a forte dose associés a un
autre traitement de fond de I'asthme.

Le schéma posologique recommandé du dupilumab DUPIXENT pour les patients adultes
et adolescents a partir de 12 ans est une dose initiale de 600 mg (deux injections de 300 mg),
suivie de 300 mg administrés toutes les deux semaines par injection sous-cutanée. Les
concentrations a I'état d’équilibre sont atteintes a la semaine 16 apres I"'administration
d’une premiere dose de 600 mg, puis de doses de 300 mg une semaine sur deux. Dans les
essais cliniques (Shirley 2017), la moyenne des concentrations résiduelles a I'état d’équilibre
variait de 60,3 + 35,1 ug/ml a 79,9 + 41,4 pug/ml pour une dose de 300 mg et de 29,2 + 18,7 a
36,5 + 22,2 pg/ml pour une dose de 200 mg administrée une semaine sur deux.

6.3. Emicizumab

L’emicizumab est un anticorps monoclonal IgG4k humanisé bispécifique reconnaissant
les facteurs IX/IXa et X/Xa de la coagulation. Ces facteurs déclenchent I'activation du facteur
X catalysée par le facteur IXa en liant les facteurs IXa et X comme le ferait le facteur Vllla. Les
détails de cette interaction ne sont pas élucidés (Kitazawa et al. 2017).

Figure 32 Mécanisme d'action de I'emicizumab (Kitazawa et al. 2017).

L’emicizumab est indiqué quel que soit I’age, en prophylaxie pour prévenir les épisodes
hémorragiques chez les patients atteints d'hémophilie A (déficit congénital en facteur VIII)
avec inhibiteur anti-facteur VIII et chez les patients atteints d'hémophilie A sévere (FVIII <

1 %) sans inhibiteur anti-facteur VIII.
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L’administration de I’emicizumab HEMLIBRA se fait par injection sous-cutanée, la
posologie recommandée est de 3 mg/kg une fois par semaine au cours des quatre premieres
semaines (dose de charge), suivie d'une dose d'entretien soit de 1,5 mg/kg une fois par
semaine, soit de 3 mg/kg toutes les 2 semaines, soit de 6 mg/kg toutes les 4 semaines. Les
concentrations plasmatiques maximales a I'état d’équilibre pour une dose de 6 mg/kg toutes

les quatre semaines sont de 66,8 + 17,7 ug/mL.

6.4. Gemtuzumab ozogamicine et Inotuzumab
ozogamicine

Le gemtuzumab est un anticorps IgG4k humanisé qui reconnait spécifiguement le CD33.
La partie anticorps se lie spécifiguement a I’antigéne CD33, protéine d’adhésion dépendante
de l'acide sialique présente sur la surface des blastes leucémiques myéloides et sur les
cellules immatures normales de la lignée myélo-monocytaire, mais pas sur les cellules
souches hématopoiétiques normales. La petite molécule ozogamicine, la N-acétyl-gamma-
calichéamicine, est un produit naturel semi-synthétique cytotoxique. Cette derniere est liée
par covalence a lanticorps via un agent de liaison AcBut (acide 4-(4-
acétylphénoxy)butanoique). Les données non cliniques suggerent que I'activité
anticancéreuse du gemtuzumab ozogamicine est due a la liaison du conjugué anticorps-
médicament (CAM) aux cellules tumorales exprimant le CD33, suivie par I'internalisation du
complexe CAM-CD33, et par la libération intracellulaire du N-acétyl-gamma-calichéamicine
diméthylhydrazide via le clivage hydrolytique de I'agent de liaison. L’activation du N-acétyl-
gamma-calichéamicine diméthylhydrazide induit des ruptures des doubles brins d’ADN,

induisant par la suite un arrét du cycle cellulaire et une mort cellulaire apoptotique.

Figure 33 Mécanisme d'action du gemtuzumab ozogamicine (Creative Biolabs 2018a).
Mécanisme comparable pour l'inotuzumab ozogamicine dont la cible est les CD22
(Creative Biolabs 2018b)

78



L'inotuzumab est un anticorps humanisé 1gG4k qui reconnait spécifiquement le CD22. La
N-acétyl-gamma-calichéamicine est liée par covalence a l'anticorps via un agent de liaison
dissociable par un acide. L'activité anticancéreuse est due a la liaison de |'anticorps conjugué
aux cellules tumorales exprimant le CD22. Le CD22 est retrouvé de maniére quasiment
exclusive a la surface des lymphocytes B matures, possiblement sur les lymphocytes B
immatures. C’'est une molécule régulatrice qui contréle les seuils de transduction des signaux
amorcés par le B-cell receptor (BCR) en réponse a un antigéne. Elle inhibe donc la boucle
d’amplification du systeme immunitaire et le développement de I'auto-immunité (Hatta et
al. 1999).

Le gemtuzumab-ozogamicine est indiqué en association avec la daunorubicine et la
cytarabine dans le traitement de patients agés de plus de 15ans atteints de leucémie aigué
myéloide d’expression positive du CD33 de novo. L'inutuzumab-ozogamicine est indiqué en
monothérapie dans le traitement des patients adultes présentant une leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) a précurseurs B, d’expression positive du CD22 en rechute ou
réfractaire. Les patients adultes présentant une LAL a précurseurs B en rechute ou
réfractaire, avec chromosome Philadelphie positif doivent avoir subi un échec de traitement

avec au moins 1 inhibiteur de la tyrosine kinase.

Le gemtuzumab-ozogamicine MYLOTARG doit étre administré par voie IV apres
reconstitution en perfusion sur une période de deux heures. Lorsqu’il est administré a
3mg/m? aux jours 1, 4 et 7, la concentration maximale est de 0,38 mg/L aprés
I’administration de la premiére dose et augmente jusqu’a 0,63 mg/L apres I'administration
de la troisieme dose.

L’administration de I'inotuzumab-ozogamicine BESPONSA doit étre effectuée par cycles
de 3 a 4 semaines. Il est destiné a une administration IV en perfusion sur une heure. Pour les
patients éligibles a une greffe de cellules souches hématopoiétiques, la durée de traitement
recommandée est de deux cycles. Un troisieme cycle peut étre envisagé pour les patients
n’obtenant ni une rémission complete (RC) ni une rémission compléte avec récupération
hématologique partielle (RCh) avec une négativité de la maladie résiduelle minimale aprés 2
cycles. Pour les patients non éligibles a une greffe de cellules souches hématopoiétiques, 6
cycles au maximum peuvent étre administrés. Tout patient n’obtenant pas de RC/RCh au
cours de 3cycles doit interrompre le traitement. Chez les patients présentant une LAL en
rechute ou réfractaire traités par I'inotuzumab-ozogamicine a la dose initiale recommandée
de 1,8mg/m2/cycle, une exposition a I'état d’équilibre a été atteinte avant de démarrer le
cycle 4. La concentration sériqgue maximale moyenne d’inotuzumab ozogamicine est de 308
ng/mL (Hibma et Knight 2019).
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6.5. Galcanezumab

Le galcanezumab est un anticorps monoclonal 1gG4k humanisé se liant au peptide relié
au geéne calcitonine (calcitonin gene-related peptide ou CGRP). Ce dernier est un puissant
neuropeptide vasodilatateur, largement exprimé dans les neurones centraux et
périphériques (Eftekhari et Edvinsson 2011; Lennerz et al. 2008; Warfvinge et Edvinsson
2013). L'implication de CGRP est aujourd’hui considérablement documentée dans la
physiopathologie de la migraine ou des concentrations sanguines élevées de CGRP ont été
associées a la crise de migraine (Karsan et Goadsby 2015). Aussi, grace au galcanezumab,
I’acces au récepteur de CGRP est inhibé. Une étude sur des rats et des primates a permis de
montrer que l'augmentation de capsaicine CGRP-dépendante au niveau du flux sanguin
dermique et la vasodilatation associée était diminuée, faisant de cet anticorps un potentiel
agent thérapeutique pour prévenir les céphalées (Vermeersch et al. 2015). Les études

cliniques ont confirmé ce point (Camporeale et al. 2018; Monteith et al. 2017).

Figure 34 Mécanisme d'action du galcanezumab (Edvinsson et al. 2018)

Le galcanezumab est indiqué dans la prophylaxie de la migraine chez I’adulte ayant au
moins 4 jours de migraine par mois.

La posologie recommandée est de 120 mg de galcanezumab EMGALITY en injection
sous-cutanée une fois par mois, avec une dose de charge de 240 mg a l'initiation. D’apres la
fiche technique de 'EMA, la concentration sérique maximale a I'état d’équilibre apres des
doses mensuelles de 120 mg ou 240 mg est d’environ 28 pg/mL (CV de 35%) ou 54 pg/mL
(CV de 31 %), respectivement. La concentration sérique maximale a I'état d’équilibre du
galcanezumab a des doses mensuelles de 120 mg est atteinte aprés une dose de charge de
240 mg (Monteith et al. 2017).
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6.6. Ibalizumab et Leronlimab

L'ibalizumab approuvé par la FDA en 2018 est en attente d’une décision de 'EMA. Le
leronlimab est en cours d’étude. Ce sont des anticorps monoclonaux 1gG4k dirigés contre le
virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1).

Le premier est un anticorps monoclonal humanisé d’origine murine se liant a
I'interface entre le domaine 1 et le domaine 2 du CD4, assez loin du site de liaison pour les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH-II). Il n’inhibe pas la
liaison de la glycoprotéine virale gp120 au CD4 (se déroulant au niveau du domaine 1 du
CD4). Il semblerait que l'effet antiviral réside dans la prévention de linteraction du
groupement CD4-gp120 avec le second récepteur, le « chemokine receptor-5 » (CCR5) ou
bien le « CX chemokine receptor-4 » (CXCR4) (Sun et al. 2016). En combinaison avec d’autres
antirétroviraux, la FDA a accordé l'indication pour les patients adultes pour traitement de
I'infection au VIH-1 multi-résistant aux traitements existants.

Le second, le leronlimab, également humanisé, est un antagoniste du CCR5 avec

plusieurs essais cliniques en cours (Kaplon et Reichert 2019).

Figure 35 Mécanisme d'action de I'ibalizumab (Sun et al. 2016).

La posologie recommandée par la FDA concernant l'ibalizumab TROGARZO est une
dose de charge de 2 000 mg en perfusion IV, suivie d’'une dose d’entretien de 800 mg toutes
les deux semaines. Lors des essais cliniques de Phase 3, la concentration maximale moyenne
était de 402 pug/mL pour le groupe a 10 mg/kg et de 564 ug/mL dans le groupe a 25 mg/kg
(Markham 2018).
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L’'IgG4 au laboratoire

1. Indications du dosage des sous-classes d’IgG et du
dosage de I'lgG4

A I'heure actuelle, il n’y a pas de recommandation internationale concernant le dosage
des sous-classes d’'lgG et la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM) ne précise
pas les indications médicales qui conditionnent la prise en charge cet acte par les organismes

d'assurance maladie.

Dans le cadre d’une suspicion de déficit de I'immunité humorale, qui peut étre
congénital ou acquis, un dosage de ces sous-classes d’IgG parait Iégitime. Les signes de
révélation les plus fréquents d’'un déficit de I'immunité humorale sont les suivants:
infections a répétitions des voies aériennes supérieures et inférieures ou, plus largement,
infections répétées et/ou graves a germes encapsulés (méningite, septicémie...). Le Centre
de Référence des Déficits immunitaires Héréditaires (CEREDIH) recommande ce dosage dans
ce cadre en deuxieme ligne. Il peut étre prescrit si le dosage des IgG totales est normal, ou
proche des limites inférieures de la norme (Pellier et al. 2013). Il doit étre pratiqué apres
I'age de 20 mois en raison de l'importante variation des taux qui peut étre observée
(Kamchaisatian et al. 2006). En effet, chez I'enfant la synthése des I1gG1 et IgG3 est plus
précoce que celles des IgG2 et des IgG4. C'est entre I'age de 5 et 7 ans que les IgG1 et IgG3
présentent des taux normaux équivalents aux adultes alors que pour les IgG2 et les IgG4,
d’élévation plus lente, le taux normal adulte est atteint vers I’dge de 10 ans (Kamchaisatian
et al. 2006). Le dosage des sous-classes d’IgG doit étre confronté au taux d’lgG totales et aux
résultats des sérologies post-vaccinales, l'interprétation combinée des deux examens
améliorant leurs performances diagnostiques individuelles (Parker et al. 2017). Compte-tenu
des différences inter-laboratoires liées a des méthodes de dosage différentes, le suivi doit
étre toujours effectué dans le méme laboratoire pour des raisons d’interprétation et afin de
s’assurer que la technique soit la méme.

Dans la maladie associée aux IgG4, le dosage des IgG4 est un élément central du

diagnostic, mais aussi du suivi (cf. supra, paragraphe 5.6.3.1.1).

Certains laboratoires effectuent le dosage d’lgG4 spécifiques dans le cadre d’une
exploration de l'allergie.

Une équipe italienne a démontré leur absence d’intérét dans le diagnostic biologique
des allergies ou d’intolérance alimentaires (Antico et al. 2011). Chez 73 patients adultes

ayant une suspicion d’allergie alimentaire et des manifestations cliniques d’urticaire
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chronique ou d’autres symptomes cutanés suspects d’étre de nature allergique, un dosage
d’lgG4 spécifiques d’allergénes alimentaires avait été réalisé. Quarante-cinq patients (62%)
avaient des 1gG4 positives pour de multiples aliments (ceuf, lait, caséine, blé et arachide
principalement). Ces 45 patients avaient bénéficié d’un test de provocation orale (TPO).
Aucun n’avait eu de réaction d’hypersensibilité. Les auteurs signalaient également
gu’aucune donnée de la littérature ne permettait de soutenir I'intérét de ce dosage dans ce
contexte. La Société frangaise d’allergologie avait également émis sa position en 2018, en
concluant gu’en |'état actuel des connaissances médicales, les dosages d’IgG anti-aliments
ne devraient plus étre pratiqués en routine pour établir un diagnostic d’intolérance ou
d’allergie alimentaire, avec l'instauration de régime d’éviction. Leur utilisation devrait étre
réservée a des fins de recherche (Chabane et al. 2018).

Une équipe francaise a mis au point un algorithme décisionnel pour le diagnostic
d’aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) chez des patients sensibilisés a
Aspergillus fumigatus (A.f) et a risque de d’ABPA. Cet arbre décisionnel repose sur les IgE et
les 1gG4 spécifiques d’A.f (Vitte et al. 2017).

Afin d’évaluer I'efficacité d’une ITS, le dosage des 1gG4 spécifiques peut étre demandé
par les allergologues. Ces IgG4 spécifiques de I'allergéne en cause augmentent entre le
deuxiéme et le troisieme mois aprés le début du traitement (El Hussan et al. 2008). Toutefois
ces dosages ne sont pas inscrits dans la NABM. Ce sont des actes « hors nomenclature ». En
décembre 2017, 64 investigateurs frangais provenant de 20 centres hospitaliers ou privés
ont soumis une demande d’inscription au référentiel des actes innovants hors nomenclature
(RIHN) pour le dosage des IgG4 spécifiques d’allergénes. L’hypotheése principale étant que le
dosage des 1gG4 spécifiques en complément du dosage des IgE de méme spécificité
augmenterait les performances du suivi d’ITS. Cette demande était conditionnée par les
résultats d’une étude multicentrique d’envergure nationale dont les retombées attendues
étaient : (1) meilleur suivi de I'efficacité, avec personnalisation thérapeutique si nécessaire ;
(2) meilleure évaluation de la compliance au traitement ; (3) recours moindre a des tests de
provocation réalistes, au colt médical et sociétal important, de disponibilité limitée ; (4)
recours moindre aux traitements symptomatiques de |'allergie, donc diminution du co(t et
des effets secondaires ; (5) identification de patients bon répondeurs avant le début du
traitement. Les investigateurs n’ont toujours pas eu de retour officiel sur leur demande au
31 juillet 2019. Une étude avait montré que augmentation des 1gG4 spécifiques n’était pas
corrélée a I'amélioration clinique (Flicker et Valenta 2003). Une enquéte rétrospective de 6
études portant sur des ITS avait rapporté une corrélation entre I'augmentation des IgG4
spécifiques et 'amélioration clinique pour deux d’entre elles, tandis que les quatre autres ne

retrouvaient pas cette association (Djurup et Malling 1987).
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Dans le cadre les maladies auto-immunes décrites supra (partie Synthese
bibliographique, paragraphe 5.4), le diagnostic repose notamment sur la présence des
anticorps auto-immuns dont l'isotype peut s’avérer étre totalement ou majoritairement
lgGA4.

Compte tenu des données disponibles, le dosage des sous-classes d’IgG est utile dans les
cas de suspicion de déficit immunitaire primitif et dans le cadre de suspicion de MAGA4.

L'indication du dosage des IgG4 spécifiques en allergologie reste a démontrer.

2. Conditions préanalytiques et transport

Au CHU de Bordeaux, le dosage des sous-classes d’'lgG s’effectue a partir de sérum
(prélévement sur tube sec avec gel séparateur et silice, bouchon jaune). Le transport est
effectué a température ambiante, la centrifugation et I'aliquotage doivent étre réalisés en
moins de 24 heures dans ces conditions. En accord avec la norme ISO EN 15189 :2012, le
laboratoire « s’assure que les échantillons ont été conservés a la température appropriée [...]
afin d’assurer leur intégrité ». Au CHU de Bordeaux, la prise en charge analytique peut étre
effectuée jusqu’a 5 jours a +4°C. La conservation se fait a -20°C.

La version 54 de la Table nationale de Biologie du 7 aolt 2019, accessible sur le site de
I’assurance maladie (https://www.ameli.fr) donnait la cotation B70 pour une sous-classe
d’lgG et B190 pour les quatre sous-classes d’IgG. Et ce, conformément a la NABM qui décrit

la cotation des actes.

3. Caractérisation des immunoglobulines et des IgG4

Les méthodes de détection et de quantification des immunoglobulines ont été
développées depuis plusieurs dizaines d’années et présentent des performances tres
variables. Nous présentons les techniques qualitatives et semi-quantitatives pour la
détection (méthodes électrophorétiques) et les techniques quantitatives (méthodes de

précipitation) pour le dosage (Homburger et Singh 2008).

3.1. Méthodes électrophorétiques

La détection qualitative des immunoglobulines repose sur la migration des protéines en
électrophorese sur gel d’agarose ou en électrophorese capillaire. L'électrophorése des
protéines sériques est initialement utilisée pour évaluer la présence d’une immunoglobuline
monoclonale ou estimer ses variations de concentration. Le profil de migration normal
retrouvé pour les protéines circulantes sériques est présenté dans la Figure 36 (Homburger

et Singh 2008). La migration repose sur la charge nette des protéines dans un champ
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électrique assurant leur séparation électrophorétique. Les protéines sériques sont
amphotériques et leur charge dépend du pH de la solution tampon. Dans des conditions de
pH inférieur au point isoélectrique de la protéine, celle-ci migrera vers 'lanode. Inversement,
une solution tampon avec un pH supérieur au point isoélectrique induira une migration de la
protéine vers la cathode. La taille et la forme de la molécule, la force ionique du tampon, la
résistance au frottement du support, la température, I'intensité et la durée d’application du

courant électrique sont toutes sources d’influence dans la migration des protéines.

Figure 36 Profil de migration électrophorétique des protéines plasmatiques (Homburger et Singh 2008).

En électrophorese sur gel d’agarose, le pH du tampon est généralement de 8,6. Les
immunoglobulines ont ainsi une faible charge nette et ont tendance a étre influencée par
I’endosmose. L’agarose offre un milieu avec moins de résistance au frottement que I'acétate

de cellulose historiquement utilisé et présente plus finement les différentes bandes
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protéiques. Suite a I'électrophorese sur gel durant un temps standardisé, les protéines sont
colorées a |'amidoschwarz, au bleu de Coomassie ou au violet acide. Les bandes
correspondent a des protéines colorées, leur intégration semi-quantitative peut étre évaluée
par un spectrophotometre.

L’électrophorése capillaire a permis d’améliorer la sensibilité et le délai de rendu du
résultat. La migration se fait dans un capillaire de silice fondue, chargé négativement. Un
champ électrique est appliqué, faisant migrer les protéines vers la cathode. Les différentes
fractions sont quantifiées par un systeme optique.

Nous distinguons six zones a I'électrophorégramme : albumine (protéine circulante
majoritaire), al-globulines, a2-globulines, B1-globulines, B2-globulines, y-globulines (Figure
37).

Figure 37 Electrophorégramme de protéines sériques avec un profil normal (Finn et al. 2016).

Ces techniques ne permettent pas de distinguer les classes des immunoglobulines.
L'immunofixation sérique combine la résolution de I'électrophorése a la spécificité d’une
réaction de précipitation antigene-anticorps pour caractériser une classe d’lg. En routine,
I'immunofixation sert a typer I'anomalie monoclonale observée par électrophorese. La
technique de séparation est fondée sur le méme principe de migration sur gel. C'est
I'incubation d’une bande de migration avec un antisérum spécifique de I'lg recherchée qui va
donner la spécificité (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, chaines légéres k et A). La bande et I'antisérum
correspondant forment un précipité sur le gel a la zone d’équivalence anticorps-antigene. Le

gel est ensuite lavé pour enlever les protéines non précipitées. Une coloration a
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I'amidoschwarz, au bleu de Coomassie ou au violet acide est finalement appliquée.
L'immunofixation est plus sensible que I'électrophoréese. Il existe aussi I'immunosoustraction
qui est une technique analytique permettant le typage d’un pic monoclonal en
électrophorese capillaire. Des anticorps (anti-y, anti-a, anti-y, anti-k, anti-A...) fixés a des
billes sont ajoutés au sérum. Les complexes Ag-Ac précipitent et I'électrophorese capillaire
est réalisée sur le surnageant. Une disparition de la fraction correspondant a I’anti-sérum
utilisé est alors visualisée.

La limite de détection est de I'ordre de 500 mg/L pour les électrophoreses, elle est
sensiblement moins bonne que pour les techniques de typage ou il n’est pas exceptionnel
d’observer des bandes correspondant a 200 mg/L voire 150 mg/L de protéines (Bioforma,
N°28, 2003).

La migration des sous-classes d’IgG et plus particulierement de I'lgG4 en électrophorese,
est décrite dans deux publications. La premiére équipe (Jacobs, van der Molen, et Keren
2014a) a utilisé des sérums de patients atteints de MAG4 et présentant une concentration
sérique élevée d’'lgG4. L’hypothése de ces auteurs était que les patients atteints de MAG4
présentaient un profil électrophorétique évoquant une gammapathie monoclonale. En
réalité, la bande focale détectée par électrophorese est de nature polyclonale, a la fois en
immunofixation et en immunosoustraction. Ces travaux montrent par ailleurs que les IgG4

migrent en début de la fraction des y-globulines.
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Figure 38 Electrophorése et Immunofixation de patients atteints de MAG4 (Jacobs, van der Molen, et Keren 2014b)

A — Profils de migration en électrophorése sur gel d’agarose avec 3,9 ; 24,2 ; 30,6 g/L d'1gG4.

B — Profils de migration en immunofixation des 1gG, A, M avec les chaines légéres k et A avec 3,9 ; 24,2 ; 30,6 g/L d’IgG4.

C - Profils de migration en immunofixation des sous-classes 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 et des chaines légeres k et A, les pointillés
indiquent les bornes anodiques (en rouge) et cathodique (en bleu) de la fraction gamma.

Les fleches bleues indiquent la présence d’une bande diffuse d’allure polyclonale.

La seconde équipe (Finn et al. 2016) a étudié les profils de migration électrophorétiques
de 303 sérums dont le taux d’lgG4 étaient supérieures a 2,01 g/L (borne supérieure du
dosage du laboratoire). Ces auteurs ont montré que l'augmentation des 1gG4 bien que
polyclonales pouvait induire un profil électrophorétique pouvant mimer une gammapathie
monoclonale dans la mesure ou un pic peut étre présent au méme endroit que lors des
myélomes 1gG4. Des pseudo-restrictions d’hétérogénéité kappa ont également été
observées en immunosoustraction probablement en lien avec un ratio kappa/lambda

naturellement augmenté chez les IgG4 (cf. supra).

L’étude des profils de migration des IgG4 chez des patients présentant une MAG4, une
gammapathie 1gG4 ou tout simplement une augmentation des IgG4 (dans un contexte
polyclonal ou non) a permis d’identifier une zone particuliere. Cette migration se fait en
début de la fraction des gammaglobulines et dont I'aspect peut préter a confusion en

électrophorese.
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3.2. Méthodes quantitatives de dosage des IgG4

Les techniques de dosage sont fondées sur le principe d’'immuno-précipitation en milieu
solide ou liquide. Elles ont évolué pour étre plus précises et sensibles. Leurs caractéristiques

principales sont résumées dans le Tableau X.

Tableau X Caractéristiques principales des méthodes quantitatives de dosage des sous-classes d'lgG

Néphélémétrie /
Turbidimétrie

Immunodiffusion

radiale

Support Milieu solide Solide Milieu liquide
Temps d’analyse 48 a 72h Quelques heures Quelques minutes
Colt Faible a modéré Modéré a élevé Modéré a élevé
Limite de quantification 0,5 mg/L 0,1 kUA/L 1ug/L
Automatisation - +/- +
Réactifs disponibles (Fournisseur) - ThermoFischer The B.lndmg Site
Siemens

3.2.1. Immunodiffusion radiale

L'immunodiffusion radiale (selon Mancini) est la méthode historique de détermination
du taux de sous-classes d’lgG. Référencée parmi les méthodes utilisées par les laboratoires
en routine jusqu’en septembre 2013 selon les données UK-NEQAS (Sheffield Teaching
Hopital NHS 2019), elle est aujourd’hui largement supplantée par les techniques de
néphélémétrie et turbidimétrie.

Son principe est fondé sur des géloses d’agarose prétes a I'emploi, imprégnées
d’anticorps anti-immunoglobulines ou anti-sous-classes d’lgG. Les échantillons de sérum de
patients, les controles et les calibrateurs sont déposés dans des puits prévus a cet effet et se
dispersent par diffusion. Quand les concentrations d’antigene et d’anticorps sont
équivalentes, les complexes immuns précipitent, révélant un anneau de précipitation. Apres
48 a 72 heures d’incubation a température ambiante, les diametres des anneaux
d’'immunoprécipitation sont mesurés a 'aide d’une regle micrométrique. Une courbe de
calibration est établie a partir des concentrations des calibrateurs et des diametres obtenus.
Les contrdles valident la courbe de calibration et les valeurs des patients sont déterminées.

La limite de quantification est environ de 0,5 mg/L.
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Figure 39 Exemple de plaque d'immunodiffusion radiale pour les IgG1.

C’est également la technique ayant servi a déterminer le valeur de 1,35 g/L d’IgG4 pour
la MAG4 (Hamano et al. 2001), seuil au-dela duquel la maladie est considérée comme
possible (voire probable ou définie si associée aux autres critéres cliniques et anatomo-
pathologiques) d’aprés les recommandations diagnostiques de 2011 (Umehara, Okazaki,

Masaki, Kawano, Yamamoto, Saeki, Matsui, Yoshino, et al. 2012).

3.2.2. ELISA

L'ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) est une méthode immunoenzymatique
utilisée par la technique ImmunoCAP de ThermoFischer pour mettre en évidence les IgG4

spécifiques d’allergenes. C'est un immunodosage de type «sandwich».

La phase solide est constituée d'un dérivé cellulosique enfermé dans une capsule. Le
polymeére hydrophile fortement ramifié offre un microenvironnement idéal pour les
allergénes, qui favorise leur fixation tout en préservant leur structure native.

L'antigene en question couplé de facon covalente a la phase solide réagit avec les IgG4
spécifiques de I'échantillon du patient (Figure 40-1). Apres avoir lavé I'lgG4 non spécifique,
des anticorps anti-IgG4 marqués par une enzyme sont ajoutés pour former un complexe
(Figure 40-2). Aprés incubation, les anti-lgG4 marqués par I’'enzyme non liés sont éliminés
par lavage et le complexe lié est alors incubé avec une solution de développement (Figure
40-3). Aprés avoir arrété la réaction, la fluorescence de I'éluat est mesurée (Figure 40-4). La
fluorescence est directement proportionnelle a la concentration d'lgG4 spécifiques dans
I'échantillon de sérum. La limite de quantification est de 0,1 kUA/L (Kilo Unité d'Allergene

par litre).

90



Figure 40 Principe de I'lmmunoCAP (Thermo Fisher Scientific Inc. 2012)

3.2.3. Turbidimétrie et néphélémétrie

La turbidimétrie et la néphélémétrie ont largement remplacé I'immunodiffusion radiale.
Ces techniques sont fondées sur la formation de complexes immuns a I'origine du trouble et

la mesure de I'effet de transmission ou de dispersion de la lumiére incidente.

Figure 41 1-Réaction de précipitation. Les molécules d’antigénes sont représentées avec trois sites antigéniques (épitopes)
a leur surface. A) situation proche de la zone d’équivalence ol précipités se forment B) situation avec excées d’antigéne ou
précipités ne peuvent pas se former C) situation avec exces d’anticorps ou les précipités ne peuvent pas se former D)
situation avec un anticorps monoclonal en excées ou les précipités ne peuvent pas se former 2-Principe de néphélémétrie
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En néphélémétrie, le faisceau diffracté selon un angle 6 est mesuré par densité optique
dans une cellule photoélectrique (Borderie 2007). Le signal est proportionnel a la
concentration d’analyte dosé.

La turbidimétrie se caractérise par I'absorption du faisceau en lumiere transmise, donc
dans la direction du faisceau incident. Le signal est donc inversement proportionnel a la
concentration d’analyte dosé (Figure 42). Bien que cette méthode soit plus performante en

situation d’exces d’anticorps, elle est moins sensible que la néphélémétrie.

4
(\H

Source lumineuse Cuvette réactionnelle Détecteur

Figure 42 Turbidimétrie vs Néphélémétrie (Borderie 2007).

néphélémétrie

| turbidimétrie

L'utilisation de particules de latex a permis d'améliorer considérablement la sensibilité
puisque des limites de quantification de l'ordre d’1 ug/L de protéine peuvent étre
retrouvées. Cette technique permet aussi de s'affranchir des problemes des effets de
matrice et des problémes de blancs puisque les échantillons sont tres dilués (Borderie 2007).
Toutefois les techniques ne sont pas standardisées et il n’y a pas de consensus quant aux
valeurs de références en fonction de I'age (Bossuyt et al. 2005).

Le Tableau XI présente les valeurs normales du laboratoire d’Immulogie et
Immunogénétique du CHU de Bordeaux pour l'adulte, déterminées par néphélémétrie et
recommandées par le CEREDIH (Picard 2007) pour les 1gG, IgA et IgM et par le fournissuer de

réactifs The Binding Site pour les sous-classes d’IgG.

Tableau XI Taux normaux des immunoglobulines chez
I'adulte (g/L). Ig = immunoglobuline

Parameétre Valeur normale (g/L)
IgG 6,6-12,8

IgA 0,7-3,4

IgsM 0,5-2,1

IgG1 3,824-9,286
18G2 2,418-7,003
IgG3 0,2182-1,761
1gG4 0,0392-0,7370
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4. Discordance entre le taux cumulé des sous-classes
d’IgG et le taux d’IgG totales

Lorsque les sous-classes d’lgG sont dosées individuellement, faire la somme et la
comparer au dosage des IgG totales est une logique d’esprit que tout un chacun peut avoir a
la lecture des résultats d’un bilan biologique. Les deux résultats devraient étre identiques, ou
du moins tres proches mais ce n’est pas le cas en pratique courante. Des 1981, Beck et
Kaiser avaient étudié les performances de la néphélémétrie récemment introduite pour le
dosage des sous-classes d’lgG (Beck et Kaiser 1981a, 1981b). La technologie Beckman
Coulter (Brea, Californie, Etats-Unis) était utilisée (Immunochemistry Analyser). Sur les 5
patients normaux analysés, une différence était observée entre le taux d’IgG totales et la
somme des sous-classes d’lgG. Les auteurs concluaient sur la nécessité d’'une méthode
fiable, peu colteuse et rapide pour la détermination des taux de sous-classes d’IgG.

Plus récemment, une étude rétrospective plus importante comprenant 571
prélevements de sérum a été menée pour étudier la différence entre le taux d’lgG totales et
la somme des sous-classes d’IgG (MclLean-Tooke et al. 2013). Les réactifs pour
néphélémétrie/turbidimétrie de Sanquin (Amsterdam, Pays-Bas) sur I'instrument Immage

800 (Beckman Coulter) ont été utilisés.
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Figure 43 Comparaison des IgG totales et de la somme des sous-classes d'lgG. A) Moyenne, médiane et écart-type des 571
patients B) Diagramme de dispersion des IgG totales contre la somme des sous-classes d'lgG avec régression linéaire (y =
0.3060 + 1.0057x) C) Diagramme de Bland-Altman montrant la différence des IgG (IgG totales — somme des sous-classes
d’IgG), exprimée par rapport au IgG totales pour chaque échantillon (McLean-Tooke et al. 2013)

Leurs résultats indiquaient qu’en moyenne la somme des sous-classes d’lgG était 3,7%
plus élevée le dosage des IgG totales. Une bonne corrélation était retrouvée entre les deux
dosages. Sur tous les dosages, 60 présentaient une différence de plus de 15% entre les deux
valeurs (soit 10,6%). Cinquante et un avaient une somme supérieure de 15% et 9 une
somme inférieure de 15%. Aussi, les auteurs concluaient sur la vérification en effectuant a
nouveau le dosage des prélevements montrant une différence de plus de 15%. Si la
différence persistait, ils recommandaient d’utiliser une autre technique d’analyse.

En 2018, une étude similaire (Pasternak, Lewandowicz-Uszyniska, et Pentos 2018) a été

réalisée chez 670 enfants agés de 6 mois a 18 ans. La détermination des 1gG a été évaluée
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par immunoturbidimétrie sur Architect cSystem (Abbott, Chicago, lllinois, Etats-Unis). Les
sous-classes ont été dosées par néphélémétrie sur BN ProSpec (Siemens, Munich,
Allemagne). Dans cette analyse rétrospective, les IgG totales étaient en moyenne 5,8%
supérieures a la somme des sous-classes d’IgG (significativement, p<0,05). L'observation est
donc opposée a celle faite en 2013.

Ces études démontrent la discordance entre le taux d’IgG totales et la somme des sous-
classes d’lgG au quotidien au laboratoire. La littérature ne permet pas de retrouver
d’explication mais nous pouvons supposer qu’elle résulte soit d’un défaut de reconnaissance
d’une ou plusieurs sous-classes du réactif dosant les IgG totales (par manque d’anticorps
dirigés contre une ou plusieurs sous-classes, ou bien par manque de sensibilité des anticorps
du réactif) ; soit d’un manque de spécificité du réactif permettant de doser les sous-classes
d’'lgG.

5. Taux d’IgG4 faussement abaissé en routine

Le dosage des sous-classes d’lgG a évolué ces dernieres années. En effet, alors que la
MAG4 commencait a étre identifiée, le dosage des sous-classes d’lIgG et notamment I'lgG4
devenaient utiles au diagnostic. Les fournisseurs ont ainsi adapté les techniques de dosage.
Cependant, plusieurs techniques avaient été mises en défaut lors de leur évaluation : elles
rendaient un taux d’lgG4 normal alors qu’il était en réalité augmenté (résultat faussement
négatif). C'est un rapport de |'United Kingdom National External Quality Assurance Scheme
(UK NEQAS, Londres, Royaume-Uni) et d’autres publications (Carruthers et al. 2015;
Khosroshahi et al. 2014; Lock et al. 2014; Parker et Carr-Smith 2014) qui avaient mis en
exergue le fait que le taux d’IgG4 était faussement abaissé pour au moins deux fournisseurs.

Historiguement, les IgG4 étaient dosées dans le cadre de suspicion de déficit
immunitaire avec les autres sous-classes d’IgG (Egner et al. 2016). Aussi les tests avaient été
optimisés pour la détection de taux normaux ou abaissés d’IgG4. La relevance clinique d’un
taux élevé étant aujourd’hui démontré, les réactifs ont été adaptés en conséquence en
termes de limites supérieures de quantification. Pour exemple, les réactifs de The Binding
Site (Birmingham, Royaume-Uni) indiquent aujourd’hui 2,4 g/L comme limite supérieure de
détection pour les IgG4.

Le taux faussement normal d’lgG4 était lié a des conditions analytiques en exces
d’antigene. Cette condition, aussi connue sous le nom d’effet prozone, est illustrée par la
courbe cinétique d’Heidelberger-Kendall qui traduit le niveau d’interactions entre les
antigenes et les anticorps en fonction de la concentration d’antigenes. Dans les méthodes
néphélémétriques et turbidimétriques, on retrouve deux zones ou il n’y a pas d’équilibre
dans le niveau d’interactions: I'excés d’anticorps ou le résultat est correct et I'exces

d’antigene ou le résultat est faussement abaissé (Jacobs et al. 2015). En effet, dans ces
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conditions les antigenes sont en compétition pour les sites de liaison des anticorps qui ne
sont pas assez nombreux pour agglutiner tous les antigenes. Les complexes immuns se
solubilisent a nouveau sous l'effet compétitif, donnant in fine une réduction du signal
détecté (Figure 45).

AntibodyI I Antigen
excess | | excess

Equivalence

Precipitate/Signal ——>

|
|
I
I
|
I
I
|
I
|
|
I

Antigenadded —>

Figure 44 Courbe d'Heidelberger-Kendall (Egner et al. 2016). Il existe 3 zones : exceés d'anticorps, équivalence, excés
d'antigenes. La fleche grise indique un résultat de méme valeur alors que la concentration d'antigéne n'est pas la méme.

Le rapport UK NEQAS de décembre 2012 pour Immunology, Immunochemistry and
Allergy (llA) suggéra aux participants ayant rendu des taux faussement diminués
(échantillons 132-2 et 136-2, de facon reproductible), d’évaluer s’il était possible qu’ils aient
été en condition d’exces d’antigene. The Binding Site a répondu en 2014 en proposant un
changement dans le déroulement du dosage des IgG4 en incluant une vérification en deux
étapes de la condition d’excés d’antigenes sur les analyseurs Siemens BNII (Parker et Carr-
Smith 2014). Dorénavant, une fraction de I’échantillon est d’abord testée avant I'ajout du
reste de la prise d’essai. C'est le principe de la pré-réaction. Une nouvelle dilution est
appliquée si le seuil spécifique au parameétre est dépassé. Le volume restant de la prise
d’essai est alors ajouté. Une étude comparative a confirmé I"'amélioration du rendu du
résultat (Egner et al. 2016). Les auteurs ont montré par une étude rétrospective que 41% des
prélevements présentant des taux d’lgG4 élevés suite a la mise a jour des réactifs auraient
été rendus faussement abaissés (< 0,64 g/L). Siemens a changé ses calibrateurs (Parker et
Carr-Smith 2014), plus adaptés aux valeurs augmentées d’lgG4 (Wilson et al. 2013).

Le laboratoire du CHU de Bordeaux, utilisateur du réactif de The Binding Site, avait été
confronté a ce probleme analytique. Les nouveaux réactifs de The Binding Site avaient été
mis en application fin d’année 2014. Par ailleurs, le principe de pré-réaction avait été étendu
aux dosages : des 1gG3, des IgM, des chaines légeres libres et d’autres parameétres pris en

charge par le laboratoire de Biochimie.
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6. Interférences analytiques liées aux IgG4

D’apres les caractéristiques décrites supra, les I1gG4 présentent des similarités
fonctionnelles ressemblant au facteur rhumatoide (FR). Il convient alors de s’interroger sur
leur capacité a également engendrer des interférences analytiques comme pourraient le
faire le FR. Compte-tenu de la liaison Fc-Fc observée pour I'lgG4, il semble peu probable qu’il
existe des interférences positives consistant en la formation d’un pont entre les deux
anticorps d’'un dosage sandwich par exemple (Sapin 2008). Les interférences négatives
peuvent étre envisageables si nous considérons que I'anticorps recherché est reconnu au
niveau des domaines CH2 ou CH3. Les IgG4 peuvent se fixer par compétition sur ces
domaines qui ne seront pas accessibles pour les anticorps du dosage. Cependant, il n’y a pas
d’élément dans la littérature en faveur d’interférences analytiques médiées par les IgG4.

Comme autres sources d’interférences analytiques, nous pouvons citer les anticorps
monoclonaux. En effet, le daratumumab, une IgGlk indiquée dans la prise en charge du
myélome, peut étre visible a I'électrophorese en fin de fraction y, et étre interprétée comme
étant une anomalie monoclonale (van de Donk et al. 2016). Concernant les IgG4
monoclonales utilisées en thérapeutique, la littérature ne fait pas état de telles

interférences.

7.1gG4 dans le LCR

A I'heure actuelle, le dosage des sous-classes d’'IgG et donc de I'lgG4, est cantonné au
sérum ou les techniques sont validées en routine. Néanmoins, il existe un intérét grandissant
pour une évaluation dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). En effet, dans le cadre d’une
forme particuliere de la MAG4 qui est la pachyméningite, I'augmentation des 1gG4 serait
observée dans le LCR, possiblement de maniéere exclusive (Lu et al. 2016). Le dosage des
IgG4 dans le LCR n’est pas validé en routine, il a été évalué en recherche sur 3 patients avec
une atteinte nerveuse de MAG4 et 9 patients controle (Della-Torre, Galli, et al. 2014). Une
tendance a I'augmentation du taux d’lgG4 dans le LCR semble étre observée puisque les 3
patients ayant une pachyméningite a MAG4 ont une médiane de taux a 51,7 mg/L (49,4 —
53.6 mg/L) contrairement aux 9 patients contréles qui ont une médiane de taux a 0,5 mg/L
(0,5 - 0,9 mg/L). Des analyses complémentaires doivent valider le dosage en routine et des

programmes hospitaliers de recherche clinique (PHRC) sont en cours.
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Chapitre 1

Application des criteres prévisionnels CCAE et
pertinence du taux d’IgG4 pour le diagnostic de

la MAG4 dans une cohorte francaise
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Contexte :

Le diagnostic de la MAG4 repose sur les criteres diagnostiques publiés en 2011
(Umehara et al. 2012). Parmi les critéres considérés, 'augmentation du taux d’lgG4 est un
élément capital pour établir le diagnostic puisqu’elle constitue une des trois conditions sine
qgua non pour définir le caractére certain de la maladie (Umehara et al. 2012). Récemment,
de nouveaux critéres de classification ont été proposés par un groupe de travail
international de I’ACR et de I'EULAR au congrés de I’ACR en octobre 2018 (ACR/ARHP Annual
Meeting 2018. ACR 2018. Chicago, Etats-Unis). Bien gu’ils ne soient pas encore publiés lors
de la rédaction du mémoire, ils ont été diffusés par les auteurs. L'objectif de ces critéres est
de définir avec certitude le diagnostic de MAGA4. Ils proposent un cheminement en plusieurs
étapes, en commencgant par identifier au moins un organe majeur atteint et d’attribuer des
points en fonction des atteintes observées (clinique, biologie, imagerie, histologie). Parmi les
criteres biologiques, le taux d’IgG4 est toujours considéré.

Les performances de ces criteres au sein d’une cohorte purement non asiatique n’ont
pas encore été démontrées. Ainsi, nous avons cherché a rassembler une cohorte de patients
diagnostiqués et suivis au CHU de Bordeaux pour MAG4 afin d’appliquer les nouveaux
criteres de classification. L'étude des données des patients nous a également permis
d’analyser les différentes étiologies des hyper-lgG4, de discuter de la valeur du seuil retenu
d’lgG4 circulantes pour établir le diagnostic et d’évaluer I'intérét de son suivi dans la MAG4.
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1. Introduction

La maladie associée aux IgG4 (MAG4) est une entité clinique relativement nouvelle,
initialement décrite au Japon (Hamano et al. 2001) et maintenant mondialement reconnue.
Elle implique une inflammation et un caractere fibrosant d’étiologie inconnue de plusieurs
organes cibles. La physiopathologie de la maladie est encore largement méconnue.

Des critéres diagnostiques avaient été établis spécifiguement par organe avant que ne
soient proposés les criteres CDC (Comprehensive Diagnostic Criteria) en 2011 (Umehara et
al. 2012). Ces critéres ont I'avantage d’étre indépendants des organes principalement
atteints. Le premier critére a considérer est I'observation d’une hypertrophie localisée ou
diffuse au sein d’un ou plusieurs organes classiguement atteints dans la MAG4 (pancréas,
voies biliaires glandes salivaires, glandes lacrymales, rétropéritoine, rein, aorte). Le second
est une élévation du taux d’IgG4 sériques, supérieur a 1,35 g/L (seuil déterminé avec 95% de
sensibilité et 97% de spécificité, par immunodiffusion radiale (Hamano et al. 2001)). Le
troisieme est histopathologique et doit monter une infiltration lympho-plasmocytaire
polyclonale IgG4+ associée a une fibrose (ratio 1gG4+/1gG+ > 40% et plus de 10 plasmocytes
par champ a un fort grossissement doivent étre observés). L’association des trois permet
d’établir le caractére certain de la MAG4. Ces criteres ne sont toutefois pas optimaux et
d’autres auteurs ont notamment proposé de considérer également la réponse aux
corticoides (Deshpande et al. 2012).

C'est ce qui a probablement en partie amené un groupe de travail international a
rédiger les premiers criteres de classification de la MAG4, présentés publiquement en 2018
au congres annuel du College Américain de Rhumatologie (American College of
Rheumatology, ACR). Bien que non encore publiés, les criteres de classification soumis a
I’ACR et I'EULAR (CCAE) ont été diffusés. Ce sont les premiers a intégrer des critéres
d’exclusion. Le groupe de travail a analysé 487 case-reports (272 patients diagnostiqués
MAG4 et 215 patients avec des pathologies mimant la MAG4) pour obtenir les criteres de
classification et un systeme de cotation a points. Ces criteres ont ensuite été validés a I'aide
de 908 case-reports (493 patients MAG4 et 415 diagnostics mimant la MAG4). Leur étude
montre sur les 1395 patients une sensibilité de 85,5% et une spécificité de 99,2%. Ces
criteres permettent de facto de prévenir I'inclusion de patients n’ayant pas de MAG4. La
question est de savoir si cette classification aurait été utile au diagnostic des patients suivis
au CHU de Bordeaux pour cette maladie.

La démarche diagnostigue proposée par le groupe de travail consiste en un
cheminement en plusieurs étapes, en commengant par identifier au moins un organe majeur
atteint et d’attribuer des points en fonction des atteintes observées (clinique, biologie,
imagerie, histologie). Parmi les critéres biologique, le taux d’lgG4 est toujours considéré. En
effet, le dosage des 1gG4 reste un élément central puisqu’il peut correspondre a 10,8 points

au maximum pour un diagnostic de certitude au-dela de 19 points.
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Nous avons évalué les performances des criteres ACR au sein d’'une cohorte de patients
diagnostiqués ou suivis pour une MAG4 au CHU de Bordeaux. Nous nous sommes interrogés
sur I'intérét du suivi du dosage des I1gG4 chez ces patients et sur la significativité de la valeur
seuil du taux d’lgG4. Nous avons ainsi analysé une cohorte différente du groupe MAG4 pour
lesquels un ou plusieurs dosages d’IgG4 étaient supérieurs a 1,35 g/L afin de vérifier les

étiologies de cette augmentation.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Criteres de choix des patients

Les patients étudiés correspondent a trois groupes. Le premier comprend tous les
patients considérés comme atteints de MAG4 selon le dossier du Programme de
Médicalisation des Systémes d'Information (dossier PMSI) du CHU de Bordeaux (groupe
MAG4).

Le second correspond a tous les patients dont le dosage des sous-classes d’IgG a mis en
évidence une augmentation des 1gG4 sériques au-dela d’1,35 g/L, et n’appartenant pas au
groupe MAG4 (groupe Hyper IgG4 non MAG4).

Enfin, un groupe de patients controles a été constitué pour la détermination du seuil de
significativité du taux d’lgG4 dans la MAG4 : il comprend tous les patients ayant eu un ou

plusieurs dosages d’lIgG4 et n’appartenant pas au groupe MAG4.

2.2. Sélection des patients

Pour obtenir la liste des patients atteints de MAG4 (groupe MAG4) au CHU de Bordeaux,
une demande d’analyse de données a été formulée aupres de la coordination et analyse de
I'information médicale (UCAIM) aprés accord du président de la commission médicale
d’établissement. Les extractions ont été effectuées a I'aide des codes de la classification
internationale statistique des maladies et des problémes de santé connexes (CIM-10). La
période étudiée était du 1° janvier 2010 au 31 juillet 2019. Bien que la MAG4 n’ait pas
encore de code au sein de cette classification, un sous-code intitulé « Syndrome d’hyper
IgG4 » a été créé au CHU de Bordeaux. Il est intégré dans les diagnostics du groupe D89
correspondant aux « Autres anomalies du systéme immunitaire, non classées ailleurs », dans
la catégorie D892 « Hypergammaglobulinémie, sans précision ».

Le groupe Hyper 1gG4 non MAG4 et le groupe controle ont été obtenus a I'aide du
systeme informatique du laboratoire (Synergy, TechniData, Montbonnot-Saint-Martin,
France): les taux des sous-classes d’lgG réalisés au laboratoire d’Immunologie et
Immunogénétique du CHU de Bordeaux entre le 1 janvier 2015 et le 31 juillet 2019 ont été
extraits. Ces taux ont été déterminés par immunonéphélémétrie (Nephelometer BN™ I,
Siemens, Munich, Allemagne) a partir des réactifs BS IgG Subclass (The Binding Site,
Birmingham, Royaume-Uni). Pour notre étude, nous avons exclu les contrdles de qualité
internes et externes, les analyses annulées par la revue de prescription, les analyses non
rendues pour quantité insuffisante et les demandes non conformes. Les redondants ont été
exclus en conservant les dossiers ou la valeur des IgG4 était la plus élevée. Le groupe Hyper-
IgG4 non MAG4 était composé de patients pour lesquels un taux d’lgG4 supérieur a 1,35 g/L

a été observé.
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2.3. Recueil des données relatives aux patients

Les dossiers médicaux des patients ont été analysés de fagcon rétrospective a I'aide du
logiciel patient DxCare. Les données démographiques, cliniques, biologiques, d’imagerie et
d’anatomopathologie ont pu étre collectées. Le motif de prescription des sous-classes d’lIgG
et le diagnostic retenu ont également été colligés.

Pour chaque patient, les données suivantes ont été recueillies si disponibles : date de
naissance, sexe, unité de prescription, I'année d’apparition des symptomes ou de signes
évocateurs de la MAG4, la date a laquelle a été effectué le bilan ou la MAG4 était suspectée,
les éléments de biologie prélevés le méme jour (leucocytes, polynucléaires éosinophiles,
plaquettes, fibrinogéne, créatinine, CRP, ASAT, ALAT, lipase, IgE totales, recherche
d’anticorps anti-cytoplasme de polynucléaires neutrophiles (ANCA) et identification en cas
de positivité, recherche d’anticorps anti-noyau avec aspect de la fluorescence si positive,
recherche d’anticorps anti-antigénes nucléaires solubles, la présence de cryoglobulines, 1gG
totales et les sous-classes 1gG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4, activité fonctionnelle de la voie classique
du complément CH50, fractions C3 et C4 du complément, le taux de lymphocytes B et de
plasmablastes circulants). Les données cliniques de la MAG4 concernant les organes atteints
ont été recherchées (glandes salivaires et lacrymales, pancréas/voies biliaires, thorax,
rétropéritoine, reins, ganglions, tissus non typiquement retrouvés). La réponse au traitement
par corticoides a également été relevée, ainsi que I'année ol le diagnostic a finalement été
retenu.

Les criteres diagnostiques formulés en 2011 pour la MAG4 (Comprehensive Diagnostic
Criteria for IgG4-related disease ou CDC (Umehara et Okazaki 2012)) ont été appliqués aux
patients a partir des données disponibles afin de savoir si le diagnostic de MAG4 était
certain, possible ou probable en date du diagnostic initial.

Les criteres de classification proposés par le groupe de travail international a I’ACR et
I'EULAR (CCAE) ont également été appliqués aux patients sélectionnés. Les critéres cliniques,
biologiques, radiologiques et histopathologiques d’exclusion de la maladie sont rappelés
dans les tableaux 14 et 15 en annexe. Les comptes rendus des biopsies effectuées chez les
patients ont été relus pour I'établissement des scores diagnostiques (en tenant compte de la
localisation).

Le recueil et I'exploitation des données respectent la méthodologie de référence CNIL
MR-004.

103



2.4. Evaluation du seuil IgG4 sérique historique a 1,35
g/L

La sensibilité (Se), la spécificité (Sp), la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur
prédictive négative (VPN) des seuils d’IgG4 ont été évaluées a partir du nombre de patients
considérés « vrais négatifs » (VN), «vrais positifs » (VP), « faux négatifs » (FN), « faux
positifs » (FP) ; et a I'aide des formules suivantes : Se = VP/(VP+FN), Sp = VN/(VN+FP), VPP =
VP/(VP+FP), VPN = VN/(VN+FN). La construction des courbes receiver operating
characteristic (ROC) a été réalisée en comprenant le groupe contrble. Elles ont été
construites a I'aide du logiciel GraphPad Prism v5.0.

Le ratio rapportant les IgG4 aux 1gG totales a été réalisé en additionnant les dosages des

guatre sous-classes pour obtenir le taux d’IgG totales.

2.5.  Statistiques

La comparaison des criteres de classification de MAG4 a été effectuée par le test
statistique de McNemar avec correction de Yates. Les valeurs optimales du seuil 1gG4 et du
ratio 1gG4/IgG totales ont été déterminées par analyses de ROC et d’aire sous la courbe
(area under curve, AUC). Un test statistique de Friedman a été utilisé pour comparer la
variation du taux d’IgG4 avant et apres traitement.

Les résultats ont été considérés significatifs pour p<0,05. Les figures et les statistiques

ont été obtenues par utilisation des logiciels Excel 2010 ou GraphPad Prism v.5.0.
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3. Résultats
3.1. Définition des groupes de patients

3.1.1. Groupe MAG4

L’extraction des données du PMSI a permis de retrouver 38 patients catégorisés
« Syndrome d’hyper IgG4 ». Le recueil des données nous a permis d’inclure 35 patients dans
la cohorte. En effet, un patient a finalement été diagnostiqué avec une fasciite
éosinophilique de Schulman et deux patients avaient été inscrits a tort (un déficit en 1gG4
post-transplantation rénale et un neuro-lupus). Cing patients ont été ajoutés grace a
I’analyse des dossiers patients ayant des 1gG4 supérieures a 1,35 g/L (groupe Hyper-1gG4 non
MAG4). Sur ces 40 patients, nous avons identifié deux patients ayant une cryoglobuline et
deux patients ayant une vascularite associée aux ANCA de type MPO. Trente-six patients ne
présentaient pas de critére d’exclusion CCAE. Trente-trois patients présentaient des critéres
d’inclusion selon les CCAE : les trois patients non inclus avaient respectivement un myélome
IgG4 (confirmé par I'étude du gene en biologie moléculaire), une hépato-pancréatite non
MAG4 sans étiologie (chez un trés jeune enfant) et une pancréatite non auto-immune
(certifiée par plusieurs biopsies et plusieurs lectures) (cf. Figure 1). Au final, le groupe MAG4
est donc constitué de 33 patients.

38 patients
D892 1 patient avec une fasciite éosinophilique de Schulman
I | 2 patients mal classés
J, " - deficit IgG4 post-transplantation rénale
5 - neurolupus
35 patients
éligibles
5 patients non D892 mais | 2 patients avec une cryoglobuline
MAG4A - 2 patients avec une vascularite & ANCA (de type MPO)
36 patients
sans critéere d’exclusion
I 1 patient avec un myélome lgG4
¢ * 1 patient avec une hépato-pancréatite sans étiologie
1 pancréatite non auto-immune avec plusieurs lectures
33 patients
avec des critéres d’inclusion

Figure 1 Etablissement du groupe MAG4 a partir de I'extraction du code D289 "Syndrome d'hyper 1gG4" du PMSI et des
dossiers patients ayant un taux d’IgG4 supérieur a 1,35 g/L, n =33

3.1.2. Groupe Hyper-IgG4 non MAG4

L’extraction des données informatiques a permis de dénombrer 4824 demandes de
dosages d’lgG4 du 1% janvier 2015 au 31 juillet 2019. Une demande a été enregistrée alors
qu’il n’y avait pas de sérum et a donc fait 'objet d’'une non-conformité d’échantillon

(absence d’échantillon). Une demande a été refusée pour une non-conformité de délai par
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rapport a la demande précédente qui était de moins de 8 jours. Ainsi, 4822 demandes
d’analyse ont été effectuées sur la période d’étude.

Nous avons soustrait les contréles de qualité internes et externes (254), les analyses
annulées par la revue de prescription (749), les analyses non rendues pour cause de quantité
insuffisante (3). Sur ces 3816 demandes retenues, 434 étaient strictement supérieures a
0,737 g/L (borne supérieure de normalité du laboratoire) et 161 demandes étaient
strictement supérieures a 1,35 g/L. Ces derniéres correspondaient a 133 patients. Nous
avons exclu 14 patients issus d’hopitaux extérieurs pour qui nous réalisons ce dosage de
sous-classes et dont I'accés aux dossiers des patients est limité. Dix-sept patients avaient
déja été inclus dans le groupe MAGA4. Apres recueil des données, 5 patients sont atteints de
MAG4 mais n’ont pas été identifiés par le sous-code intitulé « Syndrome d’hyper 1gG4 » : ils
ont été exclus de ce groupe et inclus dans le groupe MAG4 (cf. paragraphe précédent). Le

groupe Hyper-IgG4 non MAG4 comptait ainsi 97 patients (Figure 2).

4824 demandes
01/01/2015-31/07/2019

_| 1non-conformité « échantillon absent »
1 non-conformité « redondance »

4822 demandes
éligibles

254 controles de gualité internes et externes

*| 3 prélévements en quantité insuffisante

3 749 demandes annulées par la revue de prescription
3816 analyses de sérums

issus de patients

=i 3382 dosages lgG4 <0,737 g/L |

434 dosages lgG4
>0,737 g/L

‘I 273 dosages IgG4 <£1,35g/L |

161 dosages IgG4
>1,35g/L

=I 28 dosages a des patients ayant eu plusieurs demandes |

k.

133 patients

14 patients du CH de Dax
17 patients du groupe MAG4

k.

102 patients

=I 5 patients atteints de MAG4

k.

97 patients

Figure 2 Etablissement du groupe Hyper-IgG4 non MAG4 a partir des demandes de dosages d'lgG4 au
laboratoire d'Immunologie et Imnmunogénétique du CHU de Bordeaux, n = 97

106



3.1.3. Groupe controle

Parmi les 3816 analyses de sérums effectuées au laboratoire, 3066 patients ont été
inclus pour constituer le groupe contréle. Le nombre de patients ayant un dosage > 0,737
g/L est de 294. Et le taux est supérieur a 1,35 g/L pour 85 d’entre eux (Figure 3). Le groupe
contréle comprend les patients du groupe Hyper-1gG4 non MAG4 et non suspectés d’étre

atteints de MAG4 aprées analyse des dossiers des patients.

3816 analyses de sérums
issus de patients

| 107 dosages pour les patients atteints de MAG4
v (ou dont la MAG4 est possible ou probable)

3709 dosages IgG4
non MAG4 CHU

g 481 dosages a des patients ayant eu plusieurs demandes |

A 4

3226 dosages I1gG4
patients individuels

:I 160 dosages de patients de CH Nouvelle-Aquitaine |

Y

3066 patients
suivis au CHU

:I 2772 patients dont IgG4 < 0,737 g/L |

Y

294 patients > 0,737 g/L

=I 209 patients dont 1gG4 < 1,35 g/L |

Y

85 patients > 1,35 g/L

Figure 3 Etablissement du groupe contréle n = 3069
3.2.  Caractéristiques des patients

3.2.1. Groupe MAG4

Sur les 33 patients du groupe MAG4 (Tableau I), 30 sont des hommes et 3 sont des
femmes (90,1% d’hommes, sex ratio 10,0). La moyenne d’dge au diagnostic était de 62,0 ans
(médiane 64,0 ans, 24 — 84). La moyenne d’age de déclaration des signes cliniques chez les
patients était de 59,6 ans (médiane 60,0 ans ; 24 — 83). La moyenne d’age des patients était
de 64,0 ans (médiane 60,0 ans ; 32 — 86) lors de la rédaction du mémoire. Tous les patients
étaient encore en vie au 31 juillet 2019. lls étaient suivis depuis 3,3 ans en moyenne
(médiane 3,0 ans; 0 — 11 ans). Le nombre d’années entre l'apparition estimée des

symptomes cliniques et I'établissement du diagnostic était de 2,4 ans (Figure 4).
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Tableau | (cf. page suivante) Données concernant les patients du groupe MAG4. Pour chaque patient, nous retrouvons par
colonne de gauche a droite : la date de naissance, le sexe (H = homme, F = Femme), I'année du diagnostic de MAG4 et I'dge
du patient correspondant, I'année estimée de survenue des symptdmes cliniques et I'dge correspondant du patient, le délai
diagnostique (différence entre I’dge au diagnostic et 'année estimée de survenue des premiers symptomes), la survenue
d’une rechute aprés initiation d’un traitement efficace, le service ayant posé le diagnostic et/ou effectuant le suivi (Ml =
Médecine interne, N = Néphrologie, HGE = Hépato-Gastro-Entérologie, R = Rhumatologie), les taux en g/L des sous-classes
d’IgG (1gG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4), la somme des quatre sous-classes (IgGs), le ratio 1gG4/1gGs en pourcentage, le ou les
organes atteint(s) au diagnostic (G = glandes salivaires et/ou lacrymales, R = rétropéritoine, K = rein, P = pancréas * voies
biliaires, A = aorte/périaorte), si les 1gG4 sont augmentées (supérieures a 1,35 g/L), les résultats de la biopsie
conformément aux criteéres CDC (0 = non contributif car mauvais organe biopsié, pas de marquage IgG4..., a = infiltration
lymphocytaire et plasmocytaire polyclonale marquée + fibrose, b = infiltration par des plasmocytes 1gG4 positifs avec ratio
IgG4+/1gG+ > 40% et > 10 plasmocytes 1gG4+ par champ au fort grossissement), les criteres CDC retenus pour établir le
diagnostic certain (1+2+3), probable (1+3) ou possible (1+2) de MAG4, le nombre de points cotés en fonction des critéres de
classification CCAE (tableau des points disponible en annexe, Tableau 14), I'absence de critére d’exclusion et le nombre de
points total obtenu (diagnostic certain si plus de 19 points).
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Tableau | Données concernant les patients du groupe MAG4.

Date de Année du Age au Année Age Délai Rechute  Service IgGl  1gG2 1gG3  IgG4

Patient naissance diagnostic  diagnostic estimée estimé dgstq (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

IgGs ratio (%) Organe 1gG4 1 Histologie CDCTotal IgG4 Histo G A P K R  Exclusion ACR Total

[
o
x
o

Patient2  22/02/1944 H 2016 72 2016 72 0 Non Mi 595 428 0,221 119 11,6 10,2 R N Non fait 1 3,7 0 0 0 0 0 78 AUCUN 11,5

Patient4  21/02/1949 H 2018 69 2017 68 1 Non N 10,40 7,08 1,27 616 24091 24,73 K o atb 1+2+3 10,8 61 59 0 0 81 o0 AUCUN 30,9

Patient6  18/07/1943 H 2018 75 2001 58 17 Non Mi 4,15 3551 0325 1,68 9,7 17,4 G (o] at+b 1+2+3 6,1 37 138 0 0 0 0 AUCUN 23,6

Patient8  04/10/1959 H 2016 57 2015 56 1 Oui Mi 885 431 0373 23 15,8 14,5 A (o] at+b 1+2+3 6,1 3,7 0 98 0 0 0 AUCUN 19,6

Patient 10  06/07/1949 H 2018 69 2008 59 10 Oui Mi 4,44 577 0314 573 163 353 G o atb 1+2+3 108 37 138 O 0 0 0 AUCUN 28,3

Patient 12 25/09/1958 H 2017 59 2007 49 10 Oui Mi 12 4,56 0,598 143 186 7,7 A o 0 2 3,7 0 0 0 0 0 0 AUCUN 37

Patient 14  19/03/1944 F 2019 75 2018 74 1 Oui Mi 988 732 0961 151 19,7 7,7 R o 0 2 3,7 0 0 0 0 0 0 AUCUN 3,7

Patient 16  18/06/1933 H 2017 84 2016 83 1 Oui Mi 729 359 0,764 121 129 9,4 G N at+b 1+3 3,7 61 138 O 0 0 0 AUCUN 23,6

Patient 18  01/01/1954 H 2014 60 2014 60 0 Non Mi 595 466 0,146 3,30 14,06 23,48 P o Non fait 1+2 6,1 0 0 0 8 0 0 AUCUN 14,1

Patient 20  09/12/1961 H 2012 51 2012 51 0 Non Mi 4,63 236 0894 0,127 8,0 16 R N a 1+3 0 37 0 0 0 0 78 AUCUN 11,5

Patient22  13/12/1949 H 2018 68 2015 65 3 Non R 639 526 066 444 16,75 26,51 P+K o at+b 1+2+3 10,8 133 0 0 187 81 O AUCUN 50,9

Patient 24  16/09/1961 H 2019 58 2018 57 1 Non Mi 869 939 1,07 513 243 21,1 G o] at+b 1+2+3 10,8 133 59 0 0 0 0 AUCUN 30

Patient 26  13/03/1973 H 2018 45 2017 44 1 Non Mi - - - 2 2,0 - R (o] Non fait 1+2 3,7 0 0 0 0 0 78 AUCUN 11,5

Patient 28  04/09/1935 H 2013 78 2013 78 0 Oui HGE 15 11,6 1,18 7,83 356 22,0 P o a 1+2 6,1 37 0 0 8 0 78 AUCUN 25,6

Patient 30  01/09/1955 F 2015 60 2015 60 0 Non HGE 685 648 0,723 0,739 14,8 5,0 A N a 3 3,7 3,7 0 0 0 0 0 AUCUN 74

Patient32  17/06/1974 H 2016 42 2016 42 0 Oui Mi 587 544 0,725 2,76 14,8 18,7 G o at+b 14243 6,1 61 138 O 0 0 0 AUCUN 26
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Figure 4 Nombre d’années entre l'apparition estimée des
symptomes cliniques et I'établissement du diagnostic de MAG4, n
= 33, moyenne = 2,4 années, médiane (barre horizontale) = 1,0
année (0-17)

Ces patients étaient suivis par quatre spécialités : la médecine interne pour 27 patients

(82%) et I’'hépato-gastro-entérologie pour 4 patients (12%), les services de rhumatologie et

de néphrologie pour 1 patient chacun (3%).

M Médecine interne
1 Hépato-Gastro-Entérologie
B Rhumatologie

H Néphrologie

Figure 5 Répartition des spécialités ou sont suivis les patients du groupe MAG4
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Les parameéetres d’hématologie et de biochimie relevés étaient globalement normaux
(Annexes et données complémentaires, Figure S14). Concernant les analyses effectuées au
laboratoire d’hématologie, les globules blancs avaient un taux médian de 7,75 G/L (3,64 — 12
G/L), les polynucléaires éosinophiles un taux médian de 0,26 G/L (0,09 — 1,60 G/L), les
plaguettes un taux médian de 248 G/L (132 — 531 G/L) et le fibrinogene un taux médian de
5,3 g/L (2,7 — 8,0 g/L). Concernant les parameétres de biochimie, la créatinine avait un taux
médian de 83 umol/L (31 — 242 umol/L), la CRP un taux médian de 3,2 mg/L (0,2 — 88,5
mg/L), les transaminases ASAT un taux médian de 25 U/L (14 — 248 U/L) et ALAT un taux
médian de 27 U/L (<6 — 398 U/L) (Annexe Figure 14). La lipase et 'amylase n’avaient pas été
dosées chez suffisamment de patients pour permettre une étude significative. La recherche
d’anticorps anti-noyau était négative (12 patients) ou positive a faible titre (17 patients) en
immunofluorescence indirecte sur cellules Hep-2 mais sans spécificité retrouvée anti-
antigene soluble du noyau (anti-ENA). L’exploration du complément avait relevé un CH50
médian de 78% (66 — 99 %), un taux médian de C3 31,23 g/L (0,54 —1,98 g/L) et de C4 a2 0,26
g/L (0,08 — 0,51 g/L). L'immunophénotypage lymphocytaire n’ayant pas été réalisé chez
suffisamment de patients, les taux de lymphocytes B n’était pas pertinent. L’exploration des
sous-populations lymphocytaires B n’avait été réalisée chez aucun patient au diagnostic,
aussi nous n’avions pas de résultat pour les plasmablastes circulants. L’ensemble des
résultats sont présentées dans la partie « Annexes et données complémentaires » (Tableau
SXV).

3.2.2. Groupe Hyper-IgG4 non MAG4

Parmi les 97 patients, nous retrouvions 64 hommes et 33 femmes (66% d’hommes, sex
ratio 1,9). La moyenne d’age lors de la réalisation du dosage des sous-classes d’IgG était de
46,1 ans (médiane : 49,0 ans, 5 — 82). Le taux moyen d’IgG totales était de 15,9 g/L (6,9 —
37,2). Soixante-et-un patients (62,2%) présentaient un taux d’IgG supérieur a la valeur
normale supérieure (12,8 g/L) et avaient donc un taux d’IgG totales augmentées. Par
définition du groupe, un taux d’lIgG4 strictement supérieur a 1,35 g/L était présent chez tous
les patients. La moyenne de ce taux était de 2,63 g/L (1,36 — 14,7).

Nous pouvions distinguer plusieurs spécialités prescriptrices (cf. Figure 6). La médecine
interne était le service ayant prescrit le plus avec 41 patients (42%), suivi de la pneumologie
avec 18 patients (19%), de la pédiatrie avec 13 patients (14%), puis les services de neurologie
et dermatologie avec 5 patients (5%), la néphrologie et I'hépato-gastro-entérologie avec 4
patients (4%), et les autres services représentant 7 patients (7%). Ces spécialités
comprenaient la cardiologie, I’hématologie clinique, 'ophtalmologie, les urgences adultes et

le centre de prélevements adultes pour un médecin généraliste.

111



I Médecine interne
B Pneumologie
M Pédiatrie
1 Hépato-Gastro-Entérologie
H Néphrologie
Dermatologie

M Neurologie

M Autres

Figure 6 Répartition des services prescripteurs du groupe Hyper-lgG4 non MAG4

Les motifs de prescription de I'analyse des sous-classes d’lIgG sont présentés dans le
tableau Il. La suspicion de déficit immunitaire (primaire ou secondaire) est la premiere
indication dans ce groupe avec 47 patients (48,5%). La suspicion de MAG4 était le motif pour
17 patients (18,5%) et lI'exploration d’une hypergammaglobulinémie pour 16 patients
(16,5%). La raison n’était pas clairement définie pour 17 patients (17,5%) et donc classée
« autres ».

Tableau Il Indications cliniques du dosage des sous-classes d’IgG chez les patients retrouvant
des 1gG4 supérieures a 1,35 g/L. n total = 97

% (n)
Suspicion de déficit immunitaire primaire ou secondaire 48,5% (47)
Suspicion de MAG4 17,5% (17)
Exploration d'une hypergammaglobulinémie 16,5% (16)
Autres 17,5% (17)

3.2.3. Groupe controle

Ce groupe comprenait 1403 hommes et 1663 femmes (45% d’hommes, sex ratio 0,8). La
moyenne d’age lors de la réalisation du dosage des sous-classes d’lgG était de 40,1 ans
(médiane : 44,0 ans, 0,5 — 96). Le taux moyen de la somme des sous-classes IgG était de 9,5
g/L (médiane: 8,8 g/L; 0,229 — 70,297). La moyenne du taux d’IgG4 était de 0,325 g/L
(médiane : 0,194 g/L; 0-14,7).
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3.3. Les formes cliniques de la MAG4 chez les patients
suivis au CHU de Bordeaux

Au sein de notre groupe MAG4 constitué de 28 patients, les atteintes pancréatiques (+/-
voies biliaires) et rétropéritonéales étaient les plus fréquentes avec 9 patients (27,3%),
suivies des atteintes des glandes lacrymales et/ou salivaires avec 8 patients (24,2%). Les
atteintes rénales et ganglionnaires représentaient chacune 4 patients (12,1%) et celles
aortique et/ou périaortique, 3 patients (9,1%). Cing patients (12,5%) avaient des
localisations atypiques comprenant I’cesophage, les sinus, le larynx, la thyroide, les poumons

ou encore la peau (Tableau Ill).

Tableau Il Répartition des atteintes de tissus chez les patients atteints de MAG4 suivis au
CHU de Bordeaux. n total = 33

% (n)

Atteinte des glandes lacrymales et/ou salivaires 24,2% (8)
Atteinte aortique et/ ou périaortique 9,1% (3)

Atteinte pancréatique et/ou des voies biliaires 27,3 % (9)
Atteinte rénale 12,1% (4)
Atteinte rétropéritonéale 27,3% (9)
Atteinte ganglionnaire 12,1% (4)
Autres 15,2% (5)

3.4. Comparaison des criteres diagnostiques CDC vs
CCAE pour le groupe « MAG4 »

L’application des criteres diagnostiques CDC au groupe MAG4 avait permis d’obtenir 15
patients (45,5%) avec un diagnostic certain, 6 patients (18,2%) avec un diagnostic probable,
8 patients (24,2%) avec un diagnostic possible et 4 patients qui ne présentaient que l'un des
trois critéres principaux et n’entraient donc pas dans la classification CDC (Tableau V).

Pour les 8 patients avec un diagnostic possible, 4 patients n’avaient pas eu de biopsie (2
pour des raisons de risque hémorragique et 2 car I'imagerie était suffisante pour conclure en
faveur d’une atteinte pancréatique typique), 3 patients avaient eu des biopsies difficilement
interprétables avec conclusion équivoque et 1 patient avait eu une biopsie ne provenant pas

du tissu atteint.

Tableau IV Critéres diagnostiques CDC appliqués au groupe
MAGA4. n total = 33

% (n)
Certain 45,5% (15)
Probable 18,2% (6)
Possible 24,2% (8)
Autre 12,1% (4)
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L'application des criteres CCAE (Annexes et données complémentaires, Tableaux SXIII et
SXIV) au groupe MAG4 avait permis d’identifier 22 patients (66,7%) avec plus de 19 points et
donc un diagnostic certain, 9 patients (27,3%) avec un nombre de points entre 7,4 et 19 soit
un diagnostic probable ou possible et 2 patients avec moins de 4 points (Tableau V et Figure
7).

Pour les 11 patients (33,3%) n’ayant pas 19 points ou plus, la médiane du score était de
11,5. Nous retrouvions 6 patients (54,5%) qui n’avaient pas bénéficié de biopsie (dont 4 avec
une atteinte rétropéritonéale, 1 avec une atteinte pancréatique et 1 avec une atteinte
rénale) ; 4 patients (36,4%) avec des atteintes a localisation atypique (ganglions inguinaux ou
médiastinaux, cesophage et thyroide); et 1 patient (10%) n’ayant pas les 1gG4 sériques

augmentées (y compris par rapport aux bornes du laboratoire).

Tableau V Criteres de classification CCAE appliqués au
groupe MAGA4. n total = 33

% (n)
Certain 66,7% (22)
Probable / Possible 27,3% (9)
Autre 6% (2)
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Figure 7 Répartition du nombre de points selon les critéres
CCAE pour le groupe MAG4, n = 33

Aussi, afin de comparer la performance des criteres CCAE, nous obtenions le tableau de
contingence ci-dessous (Tableau VI). Nous observions 19 diagnostics concordants et 9
discordants. A I'aide du test de McNemar avec correction de Yates, nous retrouvions une

différence significative p <0,05 (p=0,0455) entre les résultats obtenus par les deux
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classifications. Les criteres de classification proposés par I’ACR et L'EULAR semblent donc

plus 3 méme de poser le diagnostic de certitude de MAGA4.

Tableau VI Tableau comparatif des critéres de classification pour la MAG4. CCAE, critéres de
classification ACR/EULAR, « 19 » correspondant au nombre de points nécessaires pour poser le
diagnostic de MAG4, CDC, comprehensive diagnostic criteria

>19 CCAE <19 CCAE Total
Certain CDC 14 1 15
Non certain CDC 8 10 18
Total 22 11 33

3.5. Etiologies du groupe « Hyper-IgG4 Non MAG4 »

Les diagnostics posés chez les patients de ce groupe avec des IgG4 supérieures a

1,35 g/L ont été séparés en différentes catégories présentées dans le tableau VII.

Tableau VII Répartition des diagnostics du groupe Hyper-1gG4 non MAG4. n = 97

% (n)
Pas de diagnostic définitif 38,1% (37)
Infections 15,5% (15)
Cancer 12,4% (12)
MAG4 possible/probable 10,3% (10)
Vascularite 4,1% (4)
Gammapathie monoclonale 4,1% (4)
Granulomatose éosinophilique avec polyangéite 4,1% (4)
Cirrhose 3,1% (3)
Autres 8,2% (8)

Aucun diagnostic n’a été établi pour 37 patients (38,1%) : les présentations cliniques ou
les éventuels résultats d’imagerie ne correspondaient pas a celle d’'une MAG4. Un caractére
infectieux a été trouvé chez 15 patients (15,5%). Les foyers infectieux (pneumopathies,
pyélonéphrites, infections cutanées, sinusites, chocs septiques) et les agents infectieux
bactériens (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus porteur de leucocidine de Panton-Valentine, Francisella tularensis),
viraux (Varicella Zoster Virus, Virus de |'hépatite B) ou parasitaire (Schistosoma mansoni)
responsables étaient variables. Un cancer (lymphome, carcinome, mélanome, séminome) a
été diagnostiqué chez 12 patients (12,4%). Une gammapathie monoclonale de type 1gG4,
une vascularite (a ANCA ou cryoglobulinémique) ou une granulomatose éosinophilique avec
polyangéite ont été identifiées chacune chez 4 patients (4,1%). C’'est dans la gammapathie
monoclonale que le taux d’'IgG4 est significativement tres augmenté (Figure 8). Une cirrhose
(éthylique) a été retenue pour 3 patients (3,1%). Les autres entités cliniques (sclérose en
plaques, rectocolite hémorragique, sarcoidose, diabéte de type 1, spondylarthrite
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ankylosante, rejet de greffe de moelle osseuse chronique, fasciite a éosinophiles, déficit en

al-antitrypsine) constituent 8,2% des diagnostics (8 patients).
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Figure 8 Répartition des étiologies pour le groupe Hyper-IgG4 non MAG4. A — Taux d’IgG4 sérique en fonction
du groupe de pathologies. B — Taux d’IgG4 rapporté a la somme des sous-classes d’IgG en fonction du groupe
de pathologies (%). Les barres horizontales représentent la valeur médiane pour chaque sous-groupe. GEPA =
granulomatose éosinophilique avec polyangéite.

Une MAG4 était suspectée pour 10 patients (10,3%). Les atteintes cliniques retrouvées
sont les suivantes : 4 patients avec atteinte pancréatique (+/- voies biliaires), 3 patients avec
une atteinte des glandes lacrymales et/ou salivaires, 1 patient avec atteinte
rétropéritonéale, 1 patient avec atteinte rénale et 1 patient avec une localisation atypique
qui serait la rate. Cependant, 2 présentaient des critéres d’exclusion CCAE (ANCA de type
MPO et cryoglobulines). Parmi les 8 patients restants, 5 n’avaient pas bénéficié de biopsie, 3
avaient donc une biopsie mais 'immunomarquage IgG4 n’a pas été réalisé sur 2 de ces
biopsies. Leur taux d’IgG4 était augmenté (moyenne: 2,1 g/L, médiane 2,0 g/L). Le
diagnostic de MAG4 n’a pas été établi avec certitude pour ces patients.

L’analyse de cette cohorte nous montre que le taux d’lgG4 a 1,35g/L n’est pas
pathognomonique de MAG4. De plus, les patients ayant présenté une augmentation des
IgG4 supérieure a 1,35 g/L durant la période de I'étude n’ont pas été diagnostiqués a tort ou

sous-diagnostiqués pour la MAG4
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3.6. Pertinence du seuil du taux d’IgG4 et du ratio
IgG4 /1gG totales dans la MAG4

3.6.1. Détermination du seuil optimal diagnostique du
taux d’'IgG4 sériques dans la MAG4

Si nous considérons le groupe MAG4 comprenant 33 patients, 32 patients (97,0%)
avaient au diagnostic de la maladie, un taux d’IgG4 plus élevé que notre borne supérieure du
laboratoire (0,737 g/L) et 25 patients (75,8%) ayant méme un taux supérieur a 1,35 g/L. Le
taux moyen était de 3,24 g/L (médiane 2,35 g/L, 0,127 — 10,8) alors que celui du groupe
contréle était de 0,335 g/L (médiane : 0,189 g/L) (Figure 9).
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Figure 9 Boites a moustaches de la répartition du taux d’IgG4 dans
les deux groupes MAG4 et Contrdle, minimum, maximum, médiane

Nous avons tout d’abord considéré le seuil d’1,35 g/L. Le tableau de contingence entre
le groupe MAG4 et le groupe contréle (Tableau VIII) permet de définir respectivement une
Se, une Sp, une VPP et une VPN de 75,6 ; 97,2 ; 22,7 et 99,7%. La sensibilité est moyenne et
le VPP excellente.

Tableau VIII Tableau de contingence des patients MAG4 et contrdle en fonction du
seuil d’lgG4 d’1,35 g/L. n total = 3099

>1,35 <1,35 Total

MAG4 25 8 33
Non MAG4 85 2981 3066
Total 110 2989 3099
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Ce seuil d’1,35 g/L est celui retenu par les critéres CDC. Toutefois dans les criteres CCAE,
le nombre de points attribués pour le critéere « dosage des 1gG4 » commence dés que la
borne supérieure du laboratoire est dépassée. Donc nous avons procédé a la méme fagon

avec le seuil de 0,737 g/L (Tableau IX). La Se, Sp, VPP et VPN de ce seuil sont respectivement
de 96,7;90,4; 9,8 et 99,9%.

Tableau IX Tableau de contingence des patients MAG4 et contrdle en fonction du
seuil d’IgG4 de 0,737 g/L. n total = 3099

> 0,737 <0,737 Total

MAG4 32 1 33
Non MAG4 294 2772 3066
Total 326 2773 3099

Nous avons établi la courbe ROC pour la MAG4 (Figure 10). La valeur seuil optimale de
notre cohorte est de 0,9995 g/L d’lgG4 ol la sensibilité est de 90,9% (intervalle de confiance
IC =75,7 a 98,1%) et la spécificité de 95,0% (intervalle de confiance IC = 94,1 a 95,7%) selon
le tableau de contingence réalisé (Tableau X). Nous avons donc retenu un seuil supérieur ou
égal a 1,00 g/L. Appliqué a la cohorte MAG4, cela correspond a 30 patients. La VPP et la VPN
de ce seuil sont de 16,3 et 99,9%, respectivement.

En considérant les extrémes de la courbe ROC, au seuil de 0,127 g/L la sensibilité est de
100% et la spécificité est de 37,6% ; au seuil de 8,1 g/l, la spécificité supérieure a 99,9% et la
sensibilité est de 6,1%.
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Figure 10 Courbe ROC pour les taux d’IgG4 dans le diagnostic de
MAG4. AUC = area under curve ou aire sous la courbe, ROC = receiver

operating characteristic curve. Intervalle de confiance a 95% = 0,92266-
0,9999 ; p<0,0001
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Tableau X Tableau de contingence des patients MAG4 et non MAG4 en fonction du
seuil d’IgG4 de 1,00 g/L. n total = 3099

21,00 <1,00 Total

MAG4 30 3 33
Non MAG4 154 2912 3066
Total 184 2915 3099

3.6.2. Détermination du ratio IgG4/IgG totales

Nous avons voulu évaluer la valeur du ratio 1gG4/1gG totales optimal au diagnostic. Les
IgG totales sont le résultat de la somme des 4 sous-classes d’lIgG dosées (IgGs).
Dans le groupe MAG4, le ratio moyen est de 0,162 soit 16,2% et la médiane de 0,158 soit
15,8% au diagnostic. Nous n’avons que 32 valeurs car un patient n’avait que le dosage d’IgG4
d’effectué sans les autres sous-classes.

Tous les autres patients, considérés sans MAG4 (groupe contréle) ont un taux moyen
d’IgG4 de 0,335 g/L (médiane : 0,189 g/L) et un ratio moyen de 0,033 soit 3,3% (médiane :
0,022 soit 2,2%). La courbe ROC résultant de ces données est présentée Figure 11.
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Figure 11 Courbe ROC pour les ratios 1gG4/1gGs dans le diagnostic de
MAG4. AUC = area under curve ou aire sous la courbe, ROC = receiver

operating characteristic curve. Intervalle de confiance a 95% = 0,9034-
0,9849. p<0,0001.

Aussi la valeur seuil optimale du ratio de notre cohorte est de 0,0650 soit 6,5% ou la
sensibilité est de 90,6% et la spécificité de 88,8%. Ces performances sont moindres que celle

du dosage des 1gG4, comme le confirme la superposition des deux courbes ROC (Figure 12).
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Figure 12 Superposition des courbes ROC pour les taux d’IgG4 et les ratios
1gG4/1gGs dans le diagnostic de MAG4. AUC = area under curve ou aire
sous la courbe, ROC = receiver operating characteristic curve.

3.7. Intérét du suivi du taux d’IgG4 dans la MAG4

A partir des données du groupe MAG4, nous avons choisi de présenter le suivi de 7
patients dont nous disposions de suffisamment de données (Tableau Xl).

Une bonne réponse clinique au traitement semble s"accompagner d’une diminution du
taux d’lgG4 (Figure 13).
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Figure 13. Suivi longitudinal du dosage des 1gG4 (g/L) de 7 patients atteints de MAG4.
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Tableau XI Traitements initiaux de 7 patients du groupe MAG4 avec la notion de rechute, I'utilisation d’agent d’épargne aux glucocorticoides et le

traitement actuel.

Décroissance

Agent d'épargne

Patient Traitement initial . .. Rechute N Traitement actuel
corticothérapie glucocorticoides
Patient 5 prednisone 1 mg/kg/j (60 mg/j) oul NON NON 5 mg/j
Patient 6 prednisone 10 mg/j + rituximab oul NON OUI (rituximab) Aucun
. méthylprednisolone 500 mg/j 3 jours
Patient 8 i pdEene A e el oul NON NON Aucun
Patient 9 prednisone 1 mg/kg/j (80 mg/j) oul OUI (a 20 mg/j prednisone) OUI (rituximab) 5 mg/j
Patient 10  prednisone 1 mg/kg/j (80 mg/j) oul NON NON 5 mg/j
Patient 15  prednisone 1 mg/kg/j (80 mg/j) oul OUI (a 5 mg/j prednisone) OUI (azathioprine) 10 mg/j
Patient21  prednisone 50 mg/j oul NON NON 6 mg/j

121



Pour les patients dont plusieurs dosages ont été effectués dans le cadre du suivi de la
maladie, nous avons pris la valeur du taux d’IgG4 a l'initiation du traitement et le dernier
dosage effectué, au moins 1 mois apres le premier. Les résultats sont présentés dans le

tableau XII.

Tableau XII Taux d’IgG4 avant traitement (TO) et aprés
traitement (T1) pour les patients dont le dosage d’IgG4 a été
réalisé en suivi

1gG4 TO (g/L) 1gG4 T1 (g/L)

Patient 1 1,25 0,77
Patient 2 1,19 0,441
Patient 3 1,08 0,672
Patient 4 6,16 -
Patient 5 1,64 0,783
Patient 6 1,68 0,182
Patient 7 2,86 1,98
Patient 8 2,3 0,892
Patient 9 4,8 0,623
Patient 10 5,73 0,31
Patient 11 37,5 8,83
Patient 12 1,11 0,365
Patient 13 1,35 0,124
Patient 14 1,51 -
Patient 15 3,06 0,669
Patient 16 1,21 -
Patient 17 2,45 0,74
Patient 18 1,64 0,87
Patient 19 0,794 0,348
Patient 20 0,214 0,111
Patient 21 7,47 6,2
Patient 22 4,44 2,17
Patient 23 8,13 -
Patient 24 5,13 -
Patient 25 3,3 1,75
Patient 26 2 -
Patient 27 2,31 0,61
Patient 28 7,83 2,1
Patient 29 1 0,912
Patient 30 0,739 -
Patient 31 2,35 -
Patient 32 2,76 2,38
Patient 33 10,8 -

La décroissance du taux d’lgG4 est significative (p<0,001).

Nous avons observé une rechute pour 15 patients (45,5%) alors que le traitement est
arrété ou en phase de décroissance de la corticothérapie. Ces rechutes sont cliniques,
objectivées a I'imagerie et les I1gG4 sériques augmentent (quand le dosage est réalisé).

Le taux d’'lgG4 peut étre utile au suivi de la réponse thérapeutique.
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4. Discussion

Les données démographiques et épidémiologiques des patients du groupe MAG4 sont
comparables aux données de la littérature. L’age moyen au diagnostic était de 62,0 ans pour
57,2 ans chez les patients non asiatiques (Wallace et al. 2019) et I’'dge d’apparition des
symptomes était de 59,6 ans contre 55,8 ans les patients non asiatiques (Wallace et al.
2019). Le sex-ratio de 10,0 était largement représenté par des hommes alors que les
cohortes internationales retrouvaient un sex-ratio de 2,0 (Wallace et al. 2019). Il faut noter
gue peu de femmes ont le diagnostic de MAG4 au CHU de Bordeaux comparativement a la
littérature, suggérant un sous-diagnostic possiblement lié a une méconnaissance des
atteintes plut6t liées a la sphére « téte et cou » (Wallace et al. 2019). Le diagnostic de MAG4
mettait environ 1 an a étre posé apres la premiere consultation d’apres les données du
groupe MAG4 (médiane 1 an, moyenne 2,4 ans, 0 — 17 ans). Ceci s’explique essentiellement
par le délai entre les consultations et le temps de rassembler tous les résultats paracliniques.
Les patients dont le diagnostic de MAG4 a été retenu plus de 5 ans apres 'apparition des
signes cliniques étaient initialement suivis pour des tumeurs considérées malignes qui se
sont révélées étre liées aux IgG4. Les services qui suivent les patients (médecine interne,
hépato-gastro-entérologie, rhumatologie, néphrologie) sont les plus a méme d’étre
confrontés a ces présentations cliniques particulieres. Les atteintes tissulaires correspondent
aux formes cliniques prédominantes décrites et retrouvées dans la littérature. Concernant le
pronostic, tous les patients étaient suivis depuis plusieurs années et en vie au moment de la
rédaction de ce mémoire. Aussi, le pronostic de la maladie en elle-méme ne semble pas
péjoratif si la maladie est bien contrbolée. Les effets indésirables liés aux traitements
(corticothérapie en premiére ligne avec notamment un diabéte cortico-induit chez 14
patients soit 42,4%) et la localisation de I'atteinte sont responsables de la morbi-mortalité.
Le taux de rechute est élevé (autour de 45,5% au CHU de Bordeaux), ce qui concorde avec le
taux de 30 a 50% retrouvé dans la littérature (Kamisawa et al. 2009; Shirakashi et al. 2018;
Yamamoto et al. 2015).

Un total de 33 patients atteints de MAG4 suivis au CHU de Bordeaux ont été identifiés et
constituent ainsi une cohorte frangaise. La confrontation a des données d’autres CHU
permettrait d’affiner les résultats obtenus. Il existe par ailleurs une cohorte nationale
supervisée par les internistes de |I'hopital de la Timone, Assistance Publique — HOpitaux de
Marseille (AP-HM) et dont le recrutement est toujours en cours. Une étude espagnole de
2019 a évalué ces critéres CCAE (Fernandez-Codina et al. 2019). Les patients atteints de
MAG4 étaient au nombre de 100, originaires de 9 centres hospitaliers, étaient suivis entre
octobre 2013 et décembre 2018. Pour étre inclus, ils devaient avoir au moins 1 des critéres
CDC au diagnostic. Leur cohorte retrouvait 34% de femmes contre 10% dans la ndtre. Les

atteintes étaient concordantes avec ce que nous avions retrouvé et ceux décrits par la
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littérature. Le taux d’IgG4 était supérieur a 1,35 g/L pour 42 patients (42%), contra 75,8% au
CHU de Bordeaux. Concernant les critéres CCAE, 71 patients (71%) avaient plus de 19 points
contre 67% au CHU de Bordeaux, ce qui est comparable. Les auteurs insistaient sur la
nécessité de considérer le critere histopathologique. En effet, si les investigateurs
considéraient les résultats des criteres CDC, un diagnostic possible (regroupant donc une
atteinte d’organe et un dosage d’IgG4 en faveur de MAG4) était retrouvé pour 8 patients
pour lesquels il manquait donc le critere histopathologique.

La comparaison des critéres diagnostiques a permis de mettre en lumiére les points
faibles des criteres CDC : la biopsie dont la réalisation est cruciale, avec le marquage 1gG4+
(exception faite des cas francs d’atteinte pancréatique comme semble le montrer notre
cohorte) Si nous considérons les criteres CCAE, nous avons observé 7 patients de plus avec
un diagnostic certain (ayant donc eu plus de 19 points). Deux de ces patients avaient un
diagnostic possible mais I'atteinte clinique pancréatique rapporte beaucoup de points. Nous
pouvons remarquer qu’un autre patient (Patient 7) présentait un diagnostic possible selon
les critéres CDC et obtient 18,6 points selon les critéres CCAE, donc quasiment certain en
I’'absence de biopsie. Donc méme sans biopsie, une atteinte pancréatique (+/- voies biliaires)
objectivée a I'imagerie et associée a une augmentation des IgG4 pourrait permettre de poser
le diagnostic en suivant les criteres CCAE. Ceci consiste un point fort des criteres CCAE.

La deuxiéme limite des critéres CDC est le taux d’IgG4 avec un seuil de 1,35 g/L. Les
résultats des criteres CDC montraient un diagnostic probable (regroupant donc une atteinte
d’organe et des criteres histopathologiques en faveur de MAG4) pour 6 patients pour
lesquels 'augmentation des 1gG4 n’était pas présente. Cing valeurs étaient augmentées au
regard des bornes de notre laboratoire de 0,737 g/L. Le seuil déterminé en 2001 et repris par
les critéeres CDC de 2011 se confirme étre inadapté. Le seuil de 1,35 g/L du taux d’IgG4 dans
le diagnostic de la MAG4 avait été déterminé par I'équipe japonaise d’Hamano et al. par
immunodiffusion radiale en 2001 (Hamano et al. 2001). L’évaluation de ce seuil avait montré
une sensibilité de 95% et une spécificité de 97%.Dans une cohorte japonaise (Masaki et al.
2012), le seuil de 1,35 g/L avait montré une sensibilité de 97,0% et une spécificité de 79,6%
pour le diagnostic de MAG4. Leur technique de dosage n’est pas précisée. Une équipe
américaine a également évalué ce seuil (Carruthers et al. 2015). Les dosages ont été
effectués par néphélémétrie sur BNIl Siemens a partir de réactifs Siemens ou The Binding
Site, technigue que nous utilisons au CHU de Bordeaux avec les réactifs The Binding Site. La
sensibilité était de 90% et la spécificité de 60%. La VPP était de 34% et la VPN de 96%.
D’aprés notre étude, la sensibilité observée est de 75,6% et la spécificité de 97,3%. La VPP
est de 22,7% et la VPN de 99,7%. Nous obtenons donc une sensibilité moins bonne et une
spécificité plus élevée possiblement liées a notre groupe témoin. La VPN reste tres élevée,
quelles que soient les études. Toutefois, cette derniere est dépendante de la prévalence de
la MAG4 qui est tres rare, il est donc normal que la VPN soit tres élevée. De plus, de
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nombreux contextes (parasitoses a Helminthes, vascularites...) sont associés a une
augmentation des IgG4, conférant une faible spécificité et une VPP basse pour ce seuil
d’1,35 g/L d’lgG4. Un nombre non négligeable de patients ont une MAG4 prouvée par
biopsie sans avoir d’lgG4 sériques augmentées.

Une méta-analyse de tous les articles ayant étudié ce seuil entre 2000 et 2015 a permis
de montrer sur 23 études et 6048 patients associés que le dosage des IgG4 sériques est un
parameétre avec une acuité diagnostique élevée (sensibilité et spécificité globales de 85% et
93%, respectivement) (Xu et al. 2016). Une seconde méta-analyse parue la méme année
aboutit aux mémes conclusions (Hao et al. 2016). Ces méta-analyses rassemblaient plusieurs
méthodes d’analyses (néphélémétrie, immunodiffusion radiale et ELISA) et les cut-offs
utilisés par les laboratoires étaient de 1,30 a 2,00 g/L d’IgG4. Sur une cohorte asiatique de
2901 patients dont 161 patients MAG4, le seuil optimal a été montré de 2,48 g/L (Yu et al.
2015). Selon les données observées au CHU de Bordeaux, la construction de courbes ROC
nous a permis de définir un autre seuil pour le taux d’IgG4 circulant qui est d’1 g/L (Se = 91%,
Sp = 95%). L’aire sous la courbe étant de 0,963 (IC 95% = 0,9227 - 0,9999), suggérant que le
dosage d’'lgG4 est un parametre plutot discriminant pour la MAGA4.

L'utilisation du ratio 1gG4/IgG totales n"améliore pas les performances globales du
parametre pour le diagnostic de MAG4. Dans I'une des méta-analyses, les investigateurs
avaient regardé les résultats si le seuil initial du laboratoire pour la MAG4 était doublé. Cela
n"améliorait pas les caractéristiques globales, la spécificité augmentant, au détriment
logique de la sensibilité. Concernant le suivi du taux d’IgG4 chez les patients atteints de
MAGA4, celui-ci diminue significativement aprées l'initiation du traitement, parallelement a la
fibrose. Du plus une ré-ascension est souvent observée lors des rechutes. Ces phénoménes
sont décrits dans la littérature (Kamisawa et al. 2009; Shirakashi et al. 2018; Yamamoto et al.
2012, 2015:20) mais il n’y a pas de recommandation concernant le suivi du taux d’'IgG4 apres
diagnostic. Le taux de plasmablastes circulants, qui a montré des sensibilités et spécificités
prometteuses dans la littérature, n’a jamais été évalué chez les patients du CHU de Bordeaux
lors du diagnostic. La réalisation de I'examen dans les suspicions de MAG4 devrait se

généraliser.
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5. Conclusion

Nous avons évalué les performances des criteéres ACR au sein d’une cohorte frangaise de
33 patients diagnostiqués ou suivis pour une MAG4 au CHU de Bordeaux. Nous avons
montré que les criteres CDC présentaient deux limites que sont la nécessité d’une biopsie et
un seuil de 1,35 g/L pour les IgG4. L'application des critéres prévisionnels CCAE permet de
mieux caractériser avec certitude les patients atteints de MAG4: 22/33 soit 66,7% des
patients au lieu de 15/33 soit 45% (p<0,05). Nous avons noté que les scores obtenus soient
plus faibles avec moins de points dans les domaines significatifs (taux d’lgG4 et atteinte
pancréatique). Les biopsies restent primordiales Nous proposons une nouvelle valeur seuil
de seuil d’1 g/L pour définir la MAG4 avec une sensibilité, spécificité, VPN et VPP de 90,9% ,
95,0%, 16,3% et 99,9%, respectivement. Le suivi du taux aprés initiation du traitement
pourrait étre recommandé a tous les patients de maniére formelle et consensuelle. Les
critéres CCAE ne sont toutefois pas encore publiés lors de la rédaction de ce mémoire. Cette
classification a pour le moment un but d’inclusion dans les essais cliniques et se focalise
donc sur les manifestations cliniques les plus courantes. De facto, les criteres de
classification initiaux restent importants pour établir le diagnostic clinique. La maladie reste

par ailleurs possiblement largement sous-diagnostiquée.
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7. Annexes et données complémentaires

Tableau SXIIl Domaines et critéres d’inclusion selon la classification ACR/EULAR 2018 de la MAG4

Domaine Critéres Points
Taux d’'lgG4 sériques Dans les limites des valeurs normales (N) 0
N—-2N 3,7
2N —-5N 6,1
>5N 10,8
Histopathologie et Biopsie non contributive 0
Immunomarquage Infiltrat lymphoplasmocytaire dense (ILD) 3,7
ILD avec phlébite oblitérante 6,1
ILD avec fibrose « storiforme » 13,3
Elargissement des glandes Une glande ou paire de glandes 5,9
lacrymales et/ou salivaires A partir de deux paires de glandes 13,8
Aorte thoracique et tronc Epaississement péri-broncho-vasculaire et septal 3,8
Aspect de bande de tissu mou paravertébral au niveau 9,8
de la cage thoracique
Pancréas et voies biliaires Elargissement pancréatique diffus (perte des 8
lobulations)
Précédent associé a 'aspect « capsule-like rim » anneau 10,5
hypodense et/ou hypointense T2
Atteinte du pancréas et de I'arbre biliaire 18,7
Rein Hypocomplémentémie 5,8
Epaississement du pelvis rénal, présence d’un tissu mou 8,1
ou les deux
Rétropéritoine Epaississement diffus de la paroi aortique abdominale 4,1
Tissu mou circonférentiel ou antérolatéral autour de 7,8

I'aorte infrarénale ou des arteres iliaques

Tableau SXIV Critéres d'exclusion selon la classification ACR/EULAR 2018 de la MAG4

Criteres d’exclusion de MAG4

Exclusions cliniques

Fievre
Absence de réponse au traitement par corticoides

Exclusions biologiques

Leucopénie et Thrombopénie

Hyperéosinophilie périphérique (> 3 G/L)

ANCA positifs (MPO ou PR3)

Anticorps anti-SSA/Ro ou Anticorps anti-SSB/La positifs
Positivité des autres anti-ENA (Extractable Nuclear Antibody)
Positivité des anticorps anti-ADN double brin

Présence de cryoglobulines

Autres anticorps spécifiques de maladies auto-immunes

Exclusions radiologiques

Progression rapide a I'imagerie

Ostéosclérose (telle que dans la maladie d’Erdheim Chester)
Splénomégalie

Atteintes infectieuses et malignes, associées ou non

Exclusions histologiques

Inflammation granulomateuse primaire
Vascularite nécrosante

Infiltrat malin

Infiltrat macrophagique/histiocytaire prédominant
Infiltrat neutrophile prédominant

Maladie de Castleman multicentrique

Nécrose importante

Pseudotumeurs inflammatoires
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Figure S14 Résultats des parameétres d’hématologie et de biochimie du groupe MAG4, avec médiane (barres
horizontales). Lignes pointillées = normes laboratoire. A — Globules blancs médiane : 7,75 G/L (4,2 — 12 G/L, n = 32) B —
Polynucléaires éosinophiles médiane 0,26 G/L (0,09 — 1,60 G/L, n = 32) C — Plaquettes médiane 248 G/L (132 -531 G/L, n =
32) D — Fibrinogeéne 5,3 g/L (2,7 — 8 g/L, n = 21) E — Créatinine médiane 83 umol/L (31 — 196 umol/L, n = 31) F — CRP
médiane 3,2 mg/L (0,2 — 88,5 mg/L, n = 31) G — ASAT médiane 25 U/L (14 — 248 U/L, n = 33) H — ALAT médiane 27 U/L (<6 —
398 U/L, n=33)
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Tableau SXV Données biologiques relatives au groupe MAG4. GB = globules blancs (G/L), Plaquettes (G/L), PNE = polynucléaires éosinophiles (G/L), Fg = fibrinogéne (g/L), Créat
= créatinine (umol/L), CRP = protéine C réactive (mg/L), ASAT = aspartate aminotransférases (U/L), ALAT = alanine aminotransférases (U/L), Lipase (U/L), IgE (kUI/L), ANCA et
Type, Cryo = cryoglobuline, ANA = anticorps anti-noyau (titre), Aspect (FM = finement moucheté, M = moucheté, NAP = non applicable), ENA = anti-antigéne soluble du noyau
(NEG = négatif, NF = non fait), CH50 = activité fonctionnelle de la voie classique du complément (%), protéines C3 et C4 du complément (g/L), LyB CD19+ = lymphocytes B (G/L).
Cases avec le caractere « - » = analyse non prescrite

Patient GB Plaquettes PNE Fg Créat CRP ASAT ALAT Lipase IgE ANCA Type ANCA Cryo ANA Aspect ENA CH50 c3 ca LyB CD19+

Patient 2 5,6 234 0,09 4,1 78 2,7 27 19 - - NEG NAP NEG 1/160 M NEG 95 1,08 0,27 -

Patient 4 5,7 170 0,14 6,7 219 58 38 27 - - NEG NAP NEG 1/80 Y] NEG 66 061 013 -
patents 42 35 o138 4 @2 188 - - NG N o M N w16 0% -
Patient 6 6,4 213 0,29 - 69 2,6 23 18 - - NEG NAP - NEG NAP NF 74 1,09 025 -
S
Patient 8 7,9 302 0,17 - 69 7,8 21 15 16 - 1/320 c-ANCA 0 - 1/80 Y] NF 8 132 03 -
patents 63 a2 021 43 s W35 W NG WP NES NG WP N 95 L1302 -
Patient10 6,1 212 1,22 5,1 98 0,2 23 31 - - NEG NAP NEG NEG NAP NF 76 1,03 019 0,118
atentil 91 1951 33 M0 53§ 46 - - NG N N6 M N
Patient12 7,65 293 0,39 5,7 70 25,6 33 41 - - NEG NAP NEG 1/160 ] NEG 80 1,48 0,26 -

Patient 14 7,7 300 0,42 - 196 26,4 15 <6 - - NEG NAP - 1/80 M NF - - - -

Patient16 4,3 132 017 48 138 09 24 16 - - - - - 1/80 M NF - - . .
Catent17 823 28 02 7 & 13 a3 - - - -0 oM NS - - -
Patient18 3,64 184 0,18 - 42 06 34 107 - - - . . . . B B B N ,
Patent1s 8325 e 27 ML 28 30 2 - dsL NG WP NG WP N % 123 044 -
Patient20 879 258 0,62 53 252 3.2 20 30 - 6 NEG NAP NEG NEG NAP NF 94 123 028 -
Catent2l 43 20 oss - & 22 0 TS - NG M NG NG N NG 36 03 008 -
Patient22 10 235 0,14 33 192 04 23 19 - - NEG NAP 1/80 M NF 54 09 017 -

Patient 24 71 301 0,21 - 69 13 43 53 - 645 - - NEG 1/320 M NEG - - - -

Patient 26 9 371 0,26 - 67 13 17 20 - - NEG NAP - NEG NAP NF - - - -

Patient 28 8,45 167 0,42 51 130 29,9 51 66 - - - - - - - - - - - -

Patient 30 8,9 368 0,57 6,3 31 13 36 36 - - - - - - - - - - - -

Patient 32 10,1 226 0,22 4,3 78 3,6 26 27 - - - - - 1/160 M NEG - - - -
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Figure S15 Représentation semi-logarithmique du suivi longitudinal du dosage des IgG4 sériques pour les patients du groupe MAGA4. (Version actualisée le 15 septembre 2019)
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Chapitre 2

Caractérisation des IgG4 monoclonales et
polyclonales par migrations électrophorétiques
et dosage néphélémétrique
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Contexte :

L'lgG4 est impliquée dans de nombreuses analyses de biologie médicale. Les méthodes
quantitatives (dosage turbidimétrique ou néphélémétrique) et qualitatives (électrophorese
des protéines sériques et immunofixation) peuvent étre perturbées par les 1gG4 et les
anticorps monoclonaux thérapeutiques dérivés des 1gG4. Ces interférences ne sont pas
décrites dans la littérature et doivent étre maitrisées au laboratoire. Nous avons ainsi étudié
le profil de migration électrophorétique et en immunofixation sérique des IgG4 et des
anticorps monoclonaux thérapeutiques dérivés des IgG4. Nous avons cherché a expliquer le
role des 1gG4 dans une interférence observée sur les méthodes de dosage utilisées au
laboratoire : la somme des taux des sous-classes d’IgG réalisés séparément n’est pas égale a
celui des IgG totales. Enfin, dans un contexte actuel de rationalisation des prescriptions
d’analyses de biologie médicale, nous avons souhaité évaluer la prescription des sous-classes
d’lgG au CHU de Bordeaux. Cette analyse a pour but de proposer une aide a la prescription
pour les services cliniques et un algorithme pratique de revue des prescriptions pour les

biologistes.
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1. Introduction

Les immunoglobulines d’isotype G sont représentées dans tous les domaines en lien
avec la médecine : elles ont une place forte dans I'arsenal du systéme immunitaire de
chaque individu, elles peuvent constituer un traitement en elles-mémes: sous-forme
polyclonales (polyvalentes substitutives ou immunomodulatrices) ou monoclonales
(anticorps thérapeutiques), et elles sont utilisées dans les dosages des examens de routine
en biologie médicale. Toutefois, lorsqu’il s’agit d’estimer la part de la sous-classe 1gG4 dans
chacun de ces domaines, la question est plus difficile.

Bien que les IgG4 représentent 5% des Ig totales en situation physiologique (Aalberse et
al. 2009), leur augmentation polyclonale est possible, notamment dans la maladie associée
aux 1gG4 (MAG4) ou leur concentration peut atteindre plusieurs dizaines de grammes par
litre. Leur évaluation en routine au laboratoire est basée sur un dosage quantitatif. Leur
comportement dans les analyses qualitatives pour caractériser les immunoglobulines totales
n’est pas bien appréhendé. Deux publications ont constaté un profil atypique (Finn et al.
2016; Jacobs, van der Molen, et Keren 2014) mais l'augmentation des IgG4 n’est pas
reconnue dans l'interprétation de ces profils particuliers d’électrophorese. Par ailleurs, alors
gue des interférences sur les profils électrophorétiques ont été démontrées avec des IgG1
kappa telles que le daratumumab (van de Donk et al. 2016) ou plus récemment I’elotuzumab
(Tang et al. 2018), il n'y a pas d’interférence décrite avec des 1gG4 monoclonales
thérapeutiques. D’'un point de vue quantitatif, la sommation des taux des quatre sous-
classes d’lgG (IgGs) ne permet pas de toujours retrouver la valeur obtenue avec le dosage
des IgG totales (IgGt). Par ailleurs, la spécialisation accrue des professionnels médicaux et
I'avancée des connaissances scientifiques font que les sous-classes d’lgG présentent un
intérét croissant et les prescriptions de leur dosage représentent un pourcentage significatif
de I'activité du laboratoire d’Immunologie.

Ces points nous ont conduit a regarder les profils de migration électrophorétique de
patients avec une augmentation monoclonale ou polyclonale (dont la MAG4) des IgG4, ou
ayant un traitement au long cours par un anticorps monoclonal thérapeutique de type 1gG4.
Cette démarche avait notamment pour but de reconnaitre les profils atypiques liés a ces
IgG4 dans la pratique quotidienne du laboratoire. Nous avons ensuite investigué les raisons
potentielles expliquant la discordance observée entre IgGs et IgGt et savoir quelle est la part
d’implication des IgG4. Enfin, notre réflexion s’est portée sur la mise en place d’une fiche de
renseignements cliniques obligatoires pour la réalisation du dosage des sous-classes d’lgG au
laboratoire d’Immunologie et d’'immunogénétique du CHU de Bordeaux et sur |'élaboration
d’un algorithme de revue de prescription. Ces outils auront pour but d’améliorer les

pratiques cliniques et biologiques.
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2. Matériels et Méthodes

2.1. Extraction de données

Les résultats de dosage des sous-classes d’lIgG et des 1gG totales ont été obtenus a partir
du systeme informatique du laboratoire (Synergy, TechniData, Montbonnot-Saint-Martin,
France) entre le 1* janvier 2015 et le 31 juillet 2019. Les taux des sous-classes d’IgG et d’IgG
totales ont été mesurés au laboratoire d'Immunologie par immunonéphélémétrie
(Nephelometer BN™ II, Siemens, Munich, Allemagne) avec les réactifs BS IgG Subclass (The
Binding Site, Birmingham, Royaume-Uni) et N antisérums anti-immunoglobulines humaines
IgG (Siemens), respectivement. Les contrdles de qualité internes et externes, les analyses
annulées par la revue de prescription, les analyses non rendues pour cause de quantité
insuffisante et les demandes non conformes ont été exclues. Les dosages des sous-classes
d’lgG et celui des IgG totales considérés avaient été réalisés sur un méme échantillon. La
somme des sous-classes d’lgG a été calculée pour chacun d’entre eux. Quand la valeur d’une
sous-classe était inférieure a la limite basse de quantification (IgG1<0,120, 1gG2<0,140,
1gG3<0,003, 1gG4<0,002 g/L), une valeur égale a la moitié de cette limite de quantification a
été attribuée pour pouvoir effectuer le calcul. La différence entre la somme des sous-classes
d’lgG et le dosage des IgG totales (%Diff(lgGs-IgGt)) est calculée selon la formule suivante :
IgGs — IgGt

%Diff(IgGs — IgGt) = ( 2Gt

)XlOO

2.2. Sélection des sérums

Les sérums étaient conservés en sérotheque, a -20°C dans le respect des bonnes
pratiques en vigueur au laboratoire.

Pour montrer le profil de migration des 1gG4, deux sérums provenant de patients
atteints de gammapathie monoclonale de type 1gG4 et onze sérums provenant de patients
ayant des augmentations polyclonales des 1gG4 avec d’autres étiologies ont été sélectionnés.

L'analyse de l'interférence de I'eculizumab SOLIRIS a été réalisée sur la fraction
aliguotée et conservée au laboratoire pour les patients suivis par dosage de la molécule
libre. Ce dosage est sous-traité au laboratoire d’Immunologie de I'Hbpital Européen
Georges-Pompidou. La technique correspond a un ELISA développé par leur laboratoire. Un
total de 30 dosages d’eculizumab avait été réalisé pour neuf patients. Les patients n’étaient
pas atteints de gammapathie monoclonale. Nous avons choisi 6 prélevements provenant

d’un méme patient et dont les concentrations d’eculizumab allaient de 315 a 1151 mg/L.
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2.3. Immuno-analyses

Les techniques de routine en vigueur au CHU de Bordeaux ont été employées.

L’électrophorése des protéines sériques a été réalisée par le laboratoire de Biochimie
sur automate Capillarys 2, Sebia (Montagu Private Equity, Londres, Royaume-Uni) avec les
réactifs Capillarys Protéine 6. L'immunofixation sérique a été réalisée au laboratoire
d’'Immunologie et Immunogénétique sur automates Assist et Hydrasys 2 Scan, Sebia avec les
réactifs Hydragel 9 IF ou 4 IF.

Les taux des sous-classes d’lgG ont été mesurés comme décrit supra (2.2). Les
différences observées dans I'étude des discordances entre IgGt et IgGs persistaient malgré

redosage, dilutions et vérifications préalables préconisées par le fournisseur (pré-réaction...).

2.4. Statistiques

L'analyse de la corrélation a été réalisée avec un test de corrélation de Pearson. La
comparaison du dosage des IgG et de la somme des sous-classes d’IgG a été faite avec un
test apparié de Wilcoxon. Les figures et les statistiques ont été obtenues par utilisation des
logiciels Excel 2010 ou GraphPad Prism v.5.0.
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3. Résultats
3.1.  Profils de migration des IgG4

3.1.1. Dans les gammapathies monoclonales IgG4

Deux patients présentant une gammapathie monoclonale de type IgG4 ont été
sélectionnés, les conclusions de I'ELP et de I'lF sont présentées dans le Tableau I, ainsi que
les taux des sous-classes d’'IgG et d’IgG totales. Les ELP et IF sériques sont présentés dans la
Figure 1.

Tableau | Données des patients avec une gammapathie monoclonale IgG4. ELP = électrophorése des protéines sériques ;
IF = immunofixation sérique

ELP IF 1gG1 (g/L) 1gG2 (g/L) 1gG3 (g/L) 1G4 (g/L) 1gGs (g/L) 1gGt (g/L)

Patient 1 Pic évalué a 12,0 g/L en gamma Ig monoclonale 1gGk 7,75 6,41 0,383 7,73 22,273 16

Pic évalué a 13,3 g/L a cheval sur béta-1 et béta-2

Patient 2 (transferrine dosée a 2,74 g/L)

Ig monoclonale 1gGk 9,59 8,1 0,316 7,06 25,066 16,8

Patient 1 Patient 2
J AN
R — \
Patient 1 Patient 2
- > | el
> <
ELP G A M K A ELP G A M K A

Figure 1 Electrophorégrammes et Immunofixations sériques des deux patients avec une gammapathie
monoclonale IgG4. Fleches montrant la position de I'immunoglobuline monoclonale.

Les zones de migrations des IgG4 monoclonales n’étaient pas identiques. Pour le patient
1, le profil de migration était au début de la fraction y. Pour le patient 2, la migration

s’effectuait entre les zones B1- et B2-globulines.
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3.1.2. Dans les

polyclonales

pathologies

retrouvant des

IgG4

Les étiologies, les taux de sous-classes d’lgG et d’IgG totales des patients sélectionnés

sont présentés dans le tableau Il.

Tableau Il Patients avec des IgG4 polyclonales. Diagnostic, taux d’lgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, somme des sous-classes d’lgG
(IgGs) et dosage des IgG totales (IgGt) en g/L. MAG4 = maladie associée aux 1gG4 ; ANCA = anticorps anti-cytoplasme de
polynucléaires neutrophiles

Diagnostic 1gG1 (g/L) 18G2(g/L) 1gG3 (g/L) 18G4 (g/L) IgGs (g/L) 1gGt (g/L)

Patient 3 MAG4 16 6,25 3,26 23,5 49,01 39,1
Patient 4 MAG4 14,2 6,07 3,61 19,3 43,18 30,7
Patient 5 Parasitose a Schistosoma mansoni 18,9 14,5 1,66 9,84 44,9 35,46
Patient 6 MAG4 8,81 531 0,695 8,83 23,645 17,46
Patient 7 MAG4 8,69 9,39 5,13 8,69 31,9 16,2
Patient 8 MAG4 15 11,6 1,18 7,83 35,61 27,3
Patient 9 Pas de diagnostic définitif 9,61 9,73 0,537 6,38 26,257 19,34
Patient 10 MAG4 11,6 5,92 1,06 6,2 24,78 18

Patient 11 MAG4 6,39 5,26 0,66 4,44 16,75 12,3
Patient 12 Vascularite a ANCA 8,06 5,25 0,552 4,19 18,052 15,6
Patient 13 Allergie sévere aux acariens et pollens 4,61 1,62 0,184 1,82 8,234 7,34

Les électrophoreses des protéines sériques et les immunofixations sont présentées dans

la Figure 2.
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Figure 2 Electrophorégrammes et Immunofixations sériques pour chacun des patients avec des IgG4 polyclonales.
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La zone de migration des 1gG4 en ELP était restreinte au début de la fraction des y-
globulines, de maniére nette, donnant I'aspect d’un bloc B-y. Parfois une restriction
d’hétérogénéité pouvait étre observée. Sur I'lF, on ne distinguait pas de bande monoclonale,
une restriction d’hétérogénéité éventuellement sur les profils ou la concentration des IgG4
était tres élevée (Patients 3 a 10, taux d’IgG4 6,2 a 23,5 g/L). Les patients 3 a 13 présentaient
un taux d’lgG4 décroissant de 23,5 a 1,82 g/L. L’aspect observé diminuait avec le taux d’lgG4,

confirmant sa présence a cet endroit.

3.2. Interférence analytique de I'’eculizumab SOLIRIS

Pour I"’étude du profil de migration des anticorps monoclonaux thérapeutiques qui sont
de nature 1gG4, I'étude bibliographique a révélé que seul I'eculizumab présentait une
concentration a I'équilibre de I'ordre a potentiellement générer une interférence analytique
sur les techniques de migration électrophorétiques comme le fait le daratumumab (van de
Donk et al. 2016). Les concentrations maximales d’eculizumab observées chez des patients
correctement traités pour un SHU atypique (ou les posologies sont les plus élevées d’apres
les recommandations) allaient jusqu’a 700 mg/L chez I'adulte et 1100 mg/L chez I'enfant
(Wijnsma et al. 2018) (Tableau IX de la Synthese bibliographique). Seule l'interférence de
I’eculizumab a donc été évaluée dans notre étude.

Les concentrations d’eculizumab libre circulant sont présentées dans le tableau ci-apres
(Tableau 1l1), associées aux taux de chacun des sous-classes d’lgG et du taux d’'lgG. Les ELP

pour deux concentrations sont présentées dans la Figure 3.

Tableau Il Concentrations d’eculizumab libre pour les prélevements sériques utilisés pour I'électrophoreése des protéines
sériques et 'immunofixation sérique. IgGs = somme des sous-classes 1gG, IgGt = dosage des IgG totales

Concentration eculizumab libre (mg/L) 1gG1 (g/L) 18G2 (g/L) 1gG3 (g/L) 18G4 (g/L) IgGs (g/L) I1gGt (g/L)

Patient 14-1 1151 8,94 3,84 0,276 0,365 13,421 14,1
Patient 14-2 896 7,93 3,72 0,21 0,434 12,294 12,9
Patient 14-3 800 9,47 3,94 0,262 0,399 14,071 13,7
Patient 14-4 615 8,61 3,44 0,241 0,379 12,67 12,7
Patient 14-5 385 9,23 4,05 0,26 0,588 14,128 12,5
Patient 14-6 315 8,97 3,6 0,212 0,269 13,051 11,8

L’eculizumab est un anticorps monoclonal hybride 1gG2/G4. La comparaison de la
concentration de I'eculizumab libre avec les taux d’lgG4 et d’IgG2 pourrait nous laisser
penser qu’il est compris dans le dosage des I1gG2 compte tenu que les taux d’lgG4 sont plus

faibles que ceux d’eculizumab libre.
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Figure 3 Electrophorégrammes des protéines sériques du patient aux concentrations 1151

Les deux ELP obtenues ne montraient pas d’anomalie particuliere, une restriction

d’hétérogénéité pouvait étre observée au niveau de la fraction y. Bien que la concentration

d’eculizumab libre fat différente, nous ne pouvions pas certifier sa position de migration. Les

profils d’IF sériques obtenus pour chacune des concentrations sont présentés dans la Figure

4,
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Figure 4 Immunofixations des protéines sériques pour le patient 14 a différentes concentrations d’eculizumab libre. Fleches montrant la

position de I'immunoglobuline monoclonale.

Les six profils présentés dans le sens d’une décroissance de la concentration

d’eculizumab libre, nous permettait de mettre en évidence une bande ayant I'aspect d’une
immunoglobuline monoclonale de type IgGk. Cette bande était d’autant plus marquée, que

la concentration d’eculizumab libre augmentait.
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3.3. Discordance entre le taux d’IgG totales (IgGt) et la
somme des sous-classes d’IgG (IgGs)

Les données analysées provenaient de 3079 échantillons. Les moyennes, médianes et

écart-types des différents dosages sont présentés dans le Tableau IV.

Tableau IV Moyennes, médianes et écart-types des dosages d’IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgG totales
(1gGt) et de la somme des sous-classes d’IgG (1gGs).

Moyenne Médiane Ecart-type
1gG1 5,59 4,93 3,15
18G2 2,89 2,65 1,72
18G3 0,62 0,50 0,48
18G4 0,39 0,18 1,19
1gGs 9,49 8,73 4,87
I1gGt 9,91 9,36 4,49

Une corrélation significative a été retrouvée entre les IgG totales et la somme des sous-
classes d’lgG (coefficient de Pearson p =0,964, p<0,001), cf. Figure 5.

100+

O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Somme des sous-classes IgG (g/L)

lgG totales (g/L)

Figure 5 Diagramme de dispersion du taux d’IgG totales (IgGt) contre la
somme des sous-classes d’lIgG (IgGs) avec la droite de régression
linéaire (y= 0,8884x + 0,004422, R* = 0,93, n=3079)

La somme des sous-classes était en moyenne 5,4% plus faible que le dosage des IgG
totales (p<0,0001). IgGs est inférieur a IgGt dans 73,8% des dosages (2272) et est supérieur a
IgGt dans 26,2% des dosages (807). Par ailleurs, un total de 197 échantillons (6,4%) avait une
différence entre IgGs et IgGt: 154 échantillons avaient une différence < 20% et 43 une
différence > 20%.

Nous avons considéré en premier lieu les dosages ol IgGs > IgGt, en les séparant par
palier de discordance. Soit %Diff(IgGs-IgGt) le pourcentage de différence entre IgGs et IgGt.
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En dessous de 5% de différence, I'impact en pratique quotidienne était considéré comme nul

et n’a donc pas été exploré. Le nombre de prélevements par palier est présenté dans le

Tableau V.

Tableau V Nombre de prélevements par palier de différence
entre la somme des sous-classes d’IgG (IgGs) et le dosage

des IgG totales (IgGt)

Palier de différence (%) n
5-10 228
10-15 94
15-20 29
20-25 13
>25 30

Pour chacune des sous-classes d’lgG, la répartition des prélevements par palier est

présentée dans la Figure 6.
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Figure 6 Représentation des taux d’IgG en fonction des pourcentages de différence entre le dosage des IgG totales (IgGt)
et la somme des sous-classes d’IgG (IgGs). Barres horizontales pleines = médiane ; barres horizontales en pointillés =

bornes de normalité. ***, p<0,001
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D’aprés les données présentées dans la Figure 6, nous avons remarqué que les sous-
classes 1gG1, IgG2 et I1gG3 étaient sensiblement dans les bornes de normalité quel que soit le
pourcentage de différence entre IgGt et 1gGs. A contrario, les 1gG4 augmentaient de fagon
significative avec le pourcentage de différence. De plus la médiane du taux d’lgG4 était
supérieure a la borne supérieure de normalité dés 15% de différence. Sur les 43 patients
dont la différence était supérieure a 20%, 40 patients (93,0%) présentaient un taux d’lgG4
augmenté par rapport aux valeurs normales. Afin d’étayer cette observation, nous avons
regardé la proportion de chacune des sous-classes pour chaque palier (Tableau VI et Figure
7).

Tableau VI Proportions médianes de chacune des sous-classes IgG aux différents paliers de
discordance (en pourcentage)
Discordance (%) 5-10 10-15 15-20 20-25 >25
Proportion IgG1 55,0 52,1 51,0 50,7 35,3
Proportion IgG2 32,7 33,1 34,0 29,0 28,5
Proportion 1gG3 7,3 7,3 5,3 5,4 5,9
Proportion IgG4 5,0 7,5 9,8 14,9 30,2
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Figure 7 En rouge : Médiane du taux de I'lgG considérée pour les différents paliers. Les pointillés présents pour les I1gG1 et
les 1gG4 représentent la borne supérieure de normalité. Cette limite est supérieure a la valeur limite de I'axe pour les IgG2
et les IgG3. En bleu : Proportion médiane de la sous-classe considérée dans IgGs pour les différents paliers.
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Pour la sous-classe 1gG1, part majoritaire des sous-classes d’IgG, nous avons observé un
pourcentage relativement stable parmi I'ensemble des sous-classes jusqu’a 25% de
différence entre IgGs et IgGt. Le pourcentage d’IgG1 diminuait fortement au-dela de 25%.

Pour la sous-classe 1gG2, dont le taux médian augmentait modérément avec le
%Diff(lgGs-lgGt), sans sortir des bornes de normalité, la proportion au sein de I'ensemble des
sous-classes ne semblait pas varier énormément.

Pour la sous-classe 1gG3, dont le taux médian restait trés faible et peu fluctuant, la
proportion au sein de I'ensemble des sous-classes ne semblait pas varier énormément.

A contrario, pour la sous-classe 1gG4, dont le taux médian augmentait significativement
avec le %Diff(IgGs-1gGt), la proportion au sein de I'ensemble des sous-classes semblait suivre
la méme tendance que le taux médian. Nous avons souhaité vérifier le caractére exponentiel
de cette tendance (Figure 8).
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Figure 8 Courbes de tendance exponentielles du taux médian (en g/L) et de
la proportion d’IgG4 (en %) R? = 0,9840 pour le taux médian et 0,9468 pour
la proportion

Nous observons bien une tendance exponentielle pour les deux courbes de tendance
dont le R? est proche de 1.

En réunissant les quatre sous-classes d’lgG sur un méme graphigue, nous avons constaté
qgue la proportion des IgG4 augmentait de fagcon exponentielle avec le pourcentage de
discordance. Au-dela de 25%, une diminution de la proportion des IgG1 au profit des 1gG4 a
été observée (Figure 9). Les taux d’'IgG2 et d’'IgG3 étaient stables.
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Figure 9 Proportions médianes de chacune des sous-classes d’IgG par palier de différence
entre le dosage des IgG totales (IgGt) et la somme des sous-classes d’IgG (IgGs)

Pour tenter de démontrer I'impact d’une ou de plusieurs sous-classes, nous avons
comparé IgGt avec la somme de 3 des 4 sous-classes (ex : la somme de 1gG1+IgG2+IgG3, est
nommée IgGs-a4). Les résultats sont présentés dans la figure 10.
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Figure 10 Pourcentages de différence de la somme de 3 des 4 sous-classes avec le dosage des IgG totales selon le palier
de différence initial. Somme des sous-classes 1gG (IgGs); somme des sous-classes 1gG1 a 3 (IgGs-G4) ; somme des sous-
classes 1gG1, 2 et 4 (1gGs-G3) ; somme des sous-classes IgG1, 3 et 4 (IgGs-G2) et somme des sous-classes 1gG2 a 4 (1gGs-G1).

La différence par palier augmentait : la médiane du palier entre 5 et 10% était de 7,0% ;
la médiane du palier entre 10 et 15% était de 11,6%, la médiane du palier entre 15 et 20%
était de 16,5%, la médiane du palier entre 20 et 25% était de 21,8% et celle du palier au-dela
de 25% était de 36,5%.
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Si on soustrait les 1gG4 a 1gGs, on observe que le pourcentage de différence avec IgGt
diminue de facon importante, passant de 7,0 a 1,8% pour le palier 5-10%, de 11,6 a 5,7%
pour le palier 10-15%, de 16,5 a 5,4% pour le palier 15-20%, de 21,8 a 8,5% pour le palier 20-
25% et de 36,5 a 1,1% pour le palier au-dela de 25%. Cette différence n’est pas observée
pour les 1gG3. Pour les 1gG2 et les IgG1, dont la représentativité est majoritaire, leur
soustraction donne des valeurs négatives de différence alors que nous considérons que les
dosages ou IgGs > IgGt Nous confirmons I'impact majoritaire des 1gG4 dans le %Diff(IgGs-

IgGt), d’autant plus que la différence est élevée.

La comparaison des écarts absolus de ces pourcentages médians de différence avec la
proportion de la sous-classe manquante, par palier, semble confirmer I'impact majoritaire
des 1gG4 dans le %Diff(lgGs-lgGt), d’autant plus que la différence est élevée. Aux différences
élevées, nous retrouvons également I'impact des IgG3 dans une moindre mesure, voire des

IgG2 a la marge (données supplémentaires, Figure S13).

Nous avons ensuite investigué les diagnostics des patients ou la discordance est
supérieure a 20% (Figure 11).

2(5%)_ 1(2%) _1(2%) m MAG4

B Gammapathie monoclonale

3 (7%)
\ Cancer
1(2%) —~— B Infections répétées
2 (5%) _ W Sclérite multi-récidivante
1(2%) _ Fasciite éosinophilique
1(2%) Syndrome de Churg and Strauss

Pas de diagnostic final
Exacerbation asthme
Vascularite

DICV

Cirrhose

Figure 11 Répartition des diagnostics établis chez les patients dont les dosages des IgG totales et
des sous-classes d’IgG retrouvaient une différence de plus de 20% (n=43)

La MAG4 représente prés de 50% des diagnostics, et méme pres des deux tiers si on ne

considere que les discordances de plus de 25% (données supplémentaires, Figure S14).
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3.4. Revue de prescription des sous-classes d’IgG

Le nombre de prescriptions de dosages de sous-classes d’IgG était en augmentation
entre 2015 et 2018. Les estimations pour 2019 a partir des données recueillies au 31 juillet
2019 semblaient indiquer une poursuite de 'augmentation (Tableau VII, Figure 12).

Une revue de prescription a été mise en place en 2018 au laboratoire. Cette revue de
prescription a été instaurée devant le nombre grandissant de prescriptions et la constatation
de contextes cliniques ne justifiant pas ce dosage. En 2018 ont été annulées 485 demandes
et 231 au 31 juillet 2019, soit 37% et 32% respectivement. Depuis la mise en place de la

revue de prescription, 35% des demandes en moyenne ont été annulées.

Tableau VII Répartition du nombre de prescriptions et d’annulations par année ainsi que le
pourcentage représenté de ces annulations sur le volume global. Pour 2019, données au 31 juillet.

Année Nombre de prescriptions Nombre d'annulations Pourcentage (%)
2015 692 12 1,7
2016 831 12 1,4
2017 1017 9 0,9
2018 1304 485 37,2
2019 724 231 31,9
Total 4568 749
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Figure 12 Nombre de prescriptions de dosages de sous-classes d'lgG au CHU de
Bordeaux (* pour 2019, estimation par rapport aux données au 31 juillet 2019)

La revue de prescription débutée en 2018 n’est pas encore codifiée au laboratoire
d’Immunologie du CHU de Bordeaux. La HAS distingue les « recommandations de bonne
pratique » qui déclinent I'ensemble des interventions diagnostiques ou thérapeutiques a
envisager pour une pathologie et les « recommandations de bon usage » qui sont centrées
sur un acte ou un produit de santé. C'est ce que nous avons souhaité mettre en place au
moyen d’une fiche de renseignements cliniques a destination des services prescripteurs, et
d’un logigramme d’annulation des demandes au laboratoire. La fiche de renseignements

cliniques sera a joindre obligatoirement au bon de demande.
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3.4.1.
classes d'IgG

Demande

Laboratoire :

- édition de la liste de travail

Liste de travail

Revue de prescription

Critéres d’exclusion : -
rd
e Immunoglobulines polyvalentes -

e  Age <20 mois

e Dosage IgG totales < 1,09 g/L

\ 4 -7

Logigramme de revue des prescriptions des sous-

- aliquotage du sérum et sérothéque a - 20°C pour une durée d’environ 6 mois

» <1 mois avant prélevement = ANNULATION @
Résultat non interprétable

» Traitement au long cours = ANNULATION @
Résultat non interprétable, le suivi des IgG résiduelles s’effectue
par le dosage des IgG totales

ANNULATION @ -> Résultat non interprétable compte-tenu de
variations observées chez I’'enfant de moins de 20 mois (CEREDIH)

1
e Déficits immunitaires secondaires === |- - - _ _ _ _ ». ANNULATION (7) = Absence d'intérét dans ce contexte

A\ 4 ¢

nde

Déficits immunitaires primitifs = examen de 2

intention Maladie associée aux 1gG4 :

e Antériorité dosage sous-classes IgG .
0 <8jours = ANNULATION (@)
0o >8jours=éjustifier@

Suspicion = 1gG + sous-classes 1gG
meilleure appréciation caractére polyclonal

e  Suivi = dosage limité aux 1gG4

e  Pas d’antériorité dosage sous-classes IgG
0 Dosage IgG non fait au CHU ou laboratoire
extérieur = ANNULATION (6)

Commentaires d’annulation sur les comptes-rendus :

@ Analyse annulée compte-tenu du contexte d’injection d’'immunoglobulines polyvalentes de moins d’un mois rendant le
résultat ininterprétable. Le suivi des immunoglobulines résiduelles s’effectue par un dosage des IgG totales.

@ Analyse annulée, les sous-classes d’lgG étant ininterprétables avant I'dge de 20 mois compte-tenu de variations en lien
avec la persistance d’IgG maternelles et la maturation du systéme immunitaire. Conformément aux recommandations en
vigueur du CEREDIH.

@ Analyse annulée dans un contexte d’IgG connues non quantifiables, rendant I'interprétation des sous-classes d’'lgG
difficile.

@ Analyse annulée compte-tenu d’antériorités datant de moins de 8 jours concernant ce dosage.

@ Analyse annulée compte-tenu d’antériorités connues concernant ce dosage.

@ Analyse annulée devant I'absence de dosage d’IgG totales. Le dosage des sous-classes d’IgG est un examen de seconde
intention pour I'exploration des déficits immunitaires. Le sérum est conservé en sérotheque si nécessaire. Merci de
contacter le laboratoire afin de justifier la demande (poste 72741).

@ Analyse annulée devant |'absence de renseignements cliniques justifiant la demande. Le sérum est conservé en
sérothéque si le contexte clinique nécessite la réalisation du dosage. Merci de contacter le laboratoire afin de justifier la
demande (poste 72741).
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3.4.2. Fiche de renseignements nécessaires au dosage
des sous-classes d'IgG

A joindre impérativement au bon de demande

En l'absence de renseignements cliniques justifiant la demande, I'analyse ne sera pas
réalisée.

Critéres d’annulation systématique

e Traitement par immunoglobulines polyvalentes O NON Oooul
e Enfant < 20 mois O NON O oul
e Dosage IgG totales < 1,09 g/L O NON ooul

e Déficit immunitaire secondaire (immunosuppresseurs...) O NON O oul

Suspicions de déficit immunitaire primitif

Le dosage des sous-classes d’lIgG est un examen de seconde intention dans I'exploration des déficits
immunitaires, conformément aux recommandations en vigueur du CEREDIH (www.ceredih.fr).

e Dosage IgG déja effectué ? O NON O OUI (valeur : ...............g/L)
e Dosage des sous-classes d’IgG déja effectué ? O NON OOUl (date: ....cccoevvennennnn)
Si oui, justification © ....ccoeviiiiiiiiicc i e,

Maladie associée aux 1gG4

e Suspicion de MAG4 ? O NON O OUI (atteinte(S) & vovevereeeeeeceeere et )

e Suivide MAG4 ? ONON 0OO0ul

Autres : a justifier

Remarque : le sérum est conservé pour une durée d’environ 6 mois pour complément
d’analyse si nécessaire.

La version au format qualité pour le P6le de Biologie Pathologie du CHU de Bordeaux est

présentée en annexe (Figure S15).
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4. Discussion

Avec la premiere publication décrivant la pancréatite auto-immune (PAIl), Hamano et al.
(Hamano et al. 2001) montre une corrélation positive entre I'atteinte clinique des patients et
la présence d’un bloc B-y a I'ELP. Ce n’est que plus tard, avec la mise au point de techniques
d’'immunofixations avec des anti-sérums spécifiques de chaque sous-classe, que ce bloc a été
associé avec I'augmentation du taux d’lgG4. L'utilisation de sérums présentant des taux
d’lgG4 croissants nous a permis de conforter 'association d’un tel profil avec I'augmentation
des IgG4. Cet aspect était observable quelle que soit I'étiologie des augmentations
(parasitose, vascularite, allergie sévere, MAG4) que nous avons étudiées et concerne les
IgG4 polyclonales. Cette observation était clairement visible a partir d’'un taux entre 1,82 et
4,19 g/L, c’est a dire des concentrations importantes. Entre le 1* janvier 2015 et le 31 juillet
2019, cela représenterait 100 échantillons sur les 3079 (soit 3,2%) recus au laboratoire. La
fréquence d’un taux d’lgG4 a partir duquel I'lgG4 est visible a I'ELP et pouvant donc
interférer semble faible mais ne doit pas étre méconnue en pratique quotidienne.
L’observation de ce profil en bloc B-y a 'ELP en I'absence de contexte de cirrhose doit alerter
le biologiste qui doit penser a une augmentation polyclonales des IgG4 circulantes.

Les I1gG4 sont également impliqguées dans les interférences des méthodes de
qguantification. Nous avons montré I'implication de I'lgG4 dans les différences 1gGs > IgGt
pour les patients atteints de MAG4, entité pathologique caractérisée par des IgG4
polyclonales. Les données démontrent que la discordance entre la somme des sous-classes
d’lgG dosées par les réactifs de The Binding Site et les IgG totales dosées avec les réactifs
Siemens, est plutot fréquente. Elle est observée quels que soient les réactifs utilisés comme
rapporté par I’évaluation externe de la qualité UK-NEQAS (Sheffield Teaching Hopital NHS
2019). Quand IgGs est supérieur a IgGt, phénomene semble caractérisé par une
augmentation des IgG4. Enfin, nous ne savons pas si les réactifs sont a méme de reconnaitre
I’eculizumab.

Le fournisseur indique qu’une différence entre IgGs et IgGt est possible jusqu’a 20% (quel
gue soit le sens de la différence). Nous avons observé un grand nombre d’échantillons pour
lesquels la discordance est supérieure a ce seuil (197 sur 3079, soit 6,4% en 4 ans et demi).
La littérature ne permet pas de retrouver d’explication mais nous pouvons supposer qu’elle
résulte soit d’un défaut de reconnaissance d’une ou plusieurs sous-classes du réactif dosant
les IgG totales (par manque d’anticorps dirigés contre une ou plusieurs sous-classes, ou bien
par manque de sensibilité des anticorps du réactif) ; soit d’'un manque de spécificité du
réactif permettant de doser les sous-classes d’IgG. Nous retenons I’hypothése selon laquelle
le réactif du dosage des IgGt (NAS IgG, Siemens) est mis en défaut par un manque de
reconnaissance des IgG4 polyclonales et qui serait lié¢ a leur mode de production

(immunisation de lapin avec des pools d’IgG totales humaines hautement purifiées mais

151



naturellement pauvres en 1gG4). Des études complémentaires seraient nécessaires. Pour
confirmer cette hypothése, des expériences consistant a ajouter a un pool de sérums de
patients sans anomalie, des concentrations croissantes connues d’lgG4 (dont nous nous
serions assurés du caractére polyclonal) pourraient étre intéressantes. Notre étude s’est
focalisée sur les discordances ou IgGs>IgGt : des analyses complémentaires sont nécessaires
pour étudier IgGs<IgGt.

La nature structurale de I'lgG4 pourrait conditionner les interférences analytiques
observées. Les deux patients présentant une gammapathie monoclonale de type IgG4
présentaient bien un pic a I'ELP et une bande nette a I'lF dans des zones attendues des IgG4
polyclonales. Leurs deux profils n’étaient pas comparables. Cette migration atypique
pourrait s’expliquer par un clone modifié, en termes de glycosylation par exemple ou de Fab-
Arm Exchange. Un typage systématique des immunoglobulines monoclonales de type IgG
pourrait étre effectué afin de connaitre le sous-type et définir ainsi la prévalence exacte des
gammapathies a 1gG4. Une équipe américaine avait montré que la fréquence des
gammapathies monoclonales 1gG4 était le reflet de la proportion moyenne de la sous-classe
au sein des IgG totales (Geyer et al. 2014), soit 4 a 5%. Ces données n’ont pas été retrouvées
dans la littérature. Néanmoins, en |'état actuel des connaissances, il n'y a pas d’intérét
clinique a connaitre le sous-type d’lIgG impliqué dans le myélome. En effet, la relation entre
le sous-type d’IgG et les résistances aux traitements ou avec des rechutes plus fréquentes
n’est pas décrite aujourd’hui.

En partant de l'interférence du daratumumab, nous avons montré que |'eculizumab,
seul anticorps de nature 1gG4 dont les concentrations circulantes de la forme libre peuvent
dépasser 300 mg/L pouvait interférer avec I'IF. L'observation que nous avons faite a été
montrée par deux équipes (Roth et al. 2011; Willrich et al. 2016). L’objectif thérapeutique
est de maintenir une concentration plasmatique d’eculizumab supérieure a 100 mg/L, taux
permettant une inhibition adéquate de la voie terminale du complément. Précisons que
selon la monographie de produit, une concentration plasmatique d’au moins 35 mg/L en cas
d’hémoglobinurie paroxystique nocturne et de 50 a 100 mg/L en cas de SHU est
recommandée (Alexion Pharma, 2016). Toutefois, |’eculizumab ne semble visible qu’a partir
de 300 mg/L d’eculizumab libre. L'impact de I'interférence liée a I'eculizumab est moindre
que celle liée au daratumumab car les populations cibles ne sont pas les mémes. La
probabilité qu’un patient traité au long cours par eculizumab ait une prescription d’ELP est
plus faible gu’un patient suivi pour le traitement de myélome par daratumumab.
Linterférence générée par les anticorps monoclonaux thérapeutiques reste malgré tout une
possibilité a garder en mémoire pour un biologiste interprétant les examens d’ELP et d’IF. En
effet, conclure a la présence d’une anomalie monoclonale peut étre lourd de conséquences.
Il pourrait étre intéressant de compléter nos données en évaluant l'interférence des autres

anticorps monoclonaux de nature 1gG4.
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Au regard de I'augmentation de la prescription depuis plusieurs années, une aide a la
prescription clinique et un algorithme pour la revue de prescription au laboratoire ont été
congues a partir des données rétrospectives. Aussi, une évaluation prospective sur les
prochains mois est nécessaire afin de s’assurer de leur caractére opérationnel, de
commencer a juger de leur efficacité et de mieux apprécier leur impact potentiel. Cette
étude sera menée en concertation avec les équipes soignantes au sein d’un contrat clinico-

biologique.
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5. Conclusion

La mise en regard de profils électrophorétiques avec des augmentations d’lgG4
polyclonales de patients nous a permis de montrer que cette migration est située au tout
début de la fraction y de I'ELP, apparaissant entre les fractions B2 et y. Ce profil peu commun
peut conduire le biologiste a rendre un aspect de bloc By. C'est le contexte clinique associé a
I'lF sérique et au dosage quantitatif des sous-classes d’IgG qui permettront de lever le doute.
En cas d’anomalie monoclonale de type IgG4, I'interférence est aléatoire. Parmi les anticorps
monoclonaux thérapeutiques de type IgG4, seul I'eculizumab présente une concentration
circulante a I'équilibre en mesure d’interférer sur I'lF sérique. Non repérable a I'ELP, la
présence d’'une anomalie monoclonale de type IgG a I'lF entre les fractions B2 et y devra
faire rechercher le contexte clinique et la prise éventuelle d’eculizumab.

Avant validation biologique du résultat du dosage des sous-classes d’lgG, le biologiste
repérera les discordances importantes par le calcul de la somme des quatre sous-classes et
en le comparant au dosage des IgG totales. La mise en regard des renseignements cliniques
I'orientera possiblement vers une MAG4 dans le cas de fortes discordances ou la somme est
supérieure a 20% par rapport aux IgG totales. Toute différence importante devra étre
investiguée dans 'attente d’'une éventuelle amélioration des réactifs par les fournisseurs.

Enfin, nous avons proposé des recommandations de bon usage du dosage des sous-
classes d’lgG élaborées au laboratoire d’Immunologie pour améliorer les pratiques et

satisfaire les exigences économiques de la juste prescription.
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7. Annexes et données supplémentaires
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Figure S13 Représentation des comparaisons en pourcentages entre la différence médiane absolue de la somme de trois
sous-classes et la proportion médiane de la sous-classe manquante. Pour chacune des sous-classes d’IgG.
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Figure S14 Répartition des diagnostics établis chez les patients dont les dosages des
IgG totales et des sous-classes d’IgG retrouvaient une différence de plus de 25% (n=30)
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Figure S15 Feuille de renseignements obligatoires pour le dosage des sous-classes d'lIgG qui sera adressée aux services
cliniques apreés validation. Format qualité conforme au Péle de Biologie Pathologie du CHU de Bordeaux.
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Discussion générale et perspectives

L’'ensemble des travaux réalisés nous a permis de mieux comprendre le role des IgG4
dans la pratique quotidienne en biologie ou en clinique. Nous avons ainsi pu aborder
I"approche clinique, avec notamment la MAG4 dont une partie du diagnostic repose sur les
IgG4 (dosage sérique quantitatif et immunomarquage des biopsies) et les autres étiologies
ou le taux des IgG4 est augmenté. D’un point de vue biologique, nous avons vérifié le profil
particulier de migration électrophorétique des IgG4, et évalué leur implication dans les
discordances observées entre la somme des sous-classes d’lgG (IgGs) et le dosage des IgG
totales (IgGt). Enfin, nous proposons des recommandations de bon usage du dosage des
sous-classes d’lgG qui permettront de renforcer le dialogue clinico-biologique tout en

améliorant les pratiques professionnelles.

Le diagnostic de la MAG4 peut étre délicat et les criteres diagnostiques de 2011 ne
sont pas exhaustifs. Les critéres de classification ACR/EULAR ont une approche différente, en
introduisant des critéres d’exclusion absents jusqu’alors. Cette classification propose un
systéme de cotation par points basé sur des critéres histologiques, des criteres cliniques ou
d’imagerie spécifiques d’organes et un critere biologique qu’est le taux d’lIgG4 circulantes.
L'application de ces nouveaux critéres sur la cohorte de patients suivis au CHU de Bordeaux
nous a montré qu’ils seraient plus a méme d’inclure les patients au diagnostic. Une seule
étude ayant testé ces critéres de classification est publiée a ce jour. Elle était fondée sur une
cohorte espagnole (Fernandez-Codina et al. 2019) et confirmait leurs performances bien que
la démographie des cohortes f(it différente. Comme nous I'avons démontré, cette étude
souligne I'importance de la biopsie et que son étude adaptée a la recherche de MAG4 est
majeure dans I'établissement du diagnostic. Le dosage quantitatif des 1gG4 est un critere
majeur (jusqu’a 10,8 points) pour le diagnostic (établi a partir de 19 points). La différence
majeure avec les criteres CDC réside dans une différence de seuil appliqué pour la cotation.
Les critéres CDC reposent sur le seuil de 1,35 g/L d’lgG4 (Hamano et al. 2001) alors que les
critéres CCAE appliquent la borne supérieure de normalité du laboratoire réalisant I’analyse.
Cette différence de seuil est la raison principale d’inclusion des patients supplémentaires par
les criteres CCAE au CHU de Bordeaux. A partir des données de la cohorte bordelaise et
I’établissement des courbes ROC, nous avons démontré que le seuil de 1,00 g/L était plus
pertinent. Ce résultat est encore une fois, en accord avec les données de la littérature
indiquant des taux d’IgG4 plus élevés dans les populations d’origine asiatique. Néanmoins,
une validation de ce nouveau seuil a I'aide d’une plus grande cohorte et un groupe contréle
approprié permettrait de confirmer sa significativité. Enfin, la place du dosage des IgG4 dans

le suivi de la maladie n’est pas clairement définie. L'étude des données de la cohorte
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bordelaise tend a montrer qu’il aurait toute sa place, la fréquence de réalisation et son

caractere prédictif des rechutes restant a préciser dans de futures études.

Au laboratoire, le moyen le plus simple de mettre en évidence des IgG4 est le dosage
guantitatif. Nous avions observé que la comparaison du dosage des IgG totales et de la
somme des sous-classes d’IgG n’est pas toujours concordante, retrouvant des situations ou
la différence est jusqu’a 20% supérieure malgré le respect rigoureux des préconisations
fournisseurs. Nous avons montré la part de responsabilité des IgG4 dans cette discordance :
une hyper 1gG4 majoritairement retrouvée dans les MAG4 tend a augmenter cette
discordance. Les raisons exactes ne sont pas encore connues. Nous supposons que les
réactifs utilisés au laboratoire pourraient manquer de sensibilité et spécificité. D’autres
expérimentations en collaboration avec les fournisseurs sont nécessaires pour éclaircir ce
point.

Toutefois, notre étude des profils de migration électrophorétique a permis de
confirmer qu’une augmentation significative et polyclonale des 1gG4 donne un aspect de
bloc B-y a I'ELP et au mieux une restriction d’hétérogénéité en IF. Ce type de profil a 'ELP
constitue ainsi un signe d’appel pour une augmentation des 1gG4. Il conviendrait bien
entendu d’exclure les autres étiologies pouvant donner un bloc B-y, la cirrhose en premier
lieu. Une étude comparative des profils observés lors de cirrhoses hépatiques et d’hyper-
IgG4 pourrait permettre de mieux différencier les profils.

Les interférences liées aux anticorps monoclonaux thérapeutiques sur les techniques
gualitatives d’évaluation des protéines pourraient augmenter devant |'engouement et
I'efficacité de ces thérapeutiques. Ce n’est pas surprenant de voir qu’un anticorps
monoclonal thérapeutique de type IgG4 apparaisse sur les IF. La vigilance doit étre de
rigueur pour les biologistes lorsque le traitement du patient comprend un anticorps

monoclonal dont la concentration a I'équilibre est a méme de générer une interférence.

La biologie médicale constitue aujourd’hui un enjeu médico-économique majeur et la
notion de juste prescription des examens de biologie médicale est de plus en plus souvent
évoquée afin d’optimiser la prise en charge du patient et de maitriser les dépenses. La juste
prescription fait en effet partie du réle de prestation de conseil du biologiste médical. C'est
dans ce contexte, associé a une augmentation croissante des prescriptions de dosages de
sous-classes d’lgG que nous avons souhaité mettre en place des recommandations de bon
usage du dosage des sous-classes d’IgG. Elles comprennent une feuille de renseignements
cliniques obligatoires en vue de la réalisation de I'analyse et un logigramme de revue de
prescription. La premiere a destination des cliniciens et le second pour les biologistes
médicaux, ces deux documents faisant le lien entre la biologie et la clinique. Elles

permettront également le juste diagnostic biologique.
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Les IgG4 sont présentes quasiment partout ou des IgG sont retrouvées mais leur part
ou leur implication sont mal encore connues. Elles présentent des caractéristiques
différentes des autres sous-classes d’IgG et sont impliquées dans de nombreuses pathologies
(allergie, auto-immunité, MAG4, cancer, rejet de greffe...) dont le niveau de connaissance en
est encore aux balbutiements. Quoi gu’il en soit, les IgG4 sont passionnantes pour le

clinicien et le biologiste et nous n’avons pas fini d’entendre parler d’elles...
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Immunoglobulin subclass 4 (IgG4): from Medical Biology to Clinical care

ABSTRACT

Background

IgG4-related disease (IgG4-RD) is usually associated to an increase of serum IgG4 levels greater than
1.35g/L. The ACR/EULAR 1gG4-RD provisional classification criteria were presented at the ACR
conference in 2018. The performance of these criteria in a fully non-Asian cohort is unknown.

Aims

Our study aimed to 1) define the migration profile of IgG4; 2) use the provisional ACR/EULAR IgG4-RD
classification criteria (AECC) in a cohort of French patients diagnosed for IgG4-RD; 3) study IgG4 levels
accuracy in 1gG4-RD; 4) compare total 1gG results to the sum of IgG subclasses results in clinical
samples ; 5) suggest practice guidelines for IgG subclasses prescription.

Methods

Capillary electrophoresis was performed on monoclonal and polyclonal 1gG4 samples. From 1st
January 2015 to 31th July 2019, 33 IgG4-RD patients were supervised at the University Hospital of
Bordeaux. AECC were applied in comparison to the Comprehensive Diagnostic Criteria. 1gG4
interference was analysed by the review of 3079 IgG subclasses results.

Results

High 1gG4 serum levels lead to B-y bridging on electrophoresis. The migration profiles varied among
monoclonal IgG4. AECC improved IgG4-RD diagnosis. Biopsies of the affected organs are crucial for
the diagnosis. The threshold of 1 g/L of IgG4 was more accurate than the accepted threshold of
1.35 g/L. 1gG4 subclass was involved in significant discrepancies between slgG and tlgG. 1gG4-RD is
the main aetiology found in these samples. Practice guidelines and a prescription review algorithm
have been established for the physicians and biologists.

Conclusion

A B-y bridging in electrophoresis must suggest high serum 1gG4 levels. AECC can improve 1gG4-RD
diagnosis. The cut-off value 1 g/L of IgG4 was more accurate in our cohort. Significant discrepancies
between slgG and tlgG are related to IgG4-RD. Practice guidelines for IgG subclass prescription could
improve accurate diagnosis and interference identification by physicians and biologists.

KEYWORDS: 1gG4 subclass — 1gG4 — 1gG4-related disease — 1gG4-RD — differences — IgG
subclasses — practice guidelines — classification criteria
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AUTEUR : Guillaume MARTINROCHE

Les Immunoglobulines d’isotype G4 : de la biologie a la clinique

RESUME

Contexte

Les immunoglobulines d’isotype G4 (IgG4) sont impliquées dans de nombreuses pathologies dont la
maladie associée aux 1gG4 (MAG4) ou leur taux est considéré supérieur a 1,35 g/L. Des critéres de
classification prévisionnels ACR/EULAR (CCAE) pour MAG4 ont été présentés en 2018 mais leur
application a une cohorte exclusivement caucasienne n’a pas été publiée.

Objectifs

Les objectifs de notre étude étaient 1) d’étudier le profil de migration électrophorétique des I1gG4
(ELP) ; 2) d’appliquer les critéres CCAE pour MAG4 a une cohorte de patients francais ; 3) d’évaluer la
pertinence du taux d’lIgG4 dans la MAG4 ; 4) de comparer la somme des sous-classes d’lgG dosées
individuellement (IgGs) avec le dosage des IgG totales (IgGt) ; 5) de proposer des recommandations
de bon usage du dosage des sous-classes d’IgG.

Méthodes

Les ELP ont été réalisées a partir de sérums hyper-lgG4 monoclonaux et polyclonaux. Les criteres
CCAE ont été appliqués rétrospectivement a une cohorte de 33 patients suivis pour MAG4 entre
2010 et 2019 au CHU de Bordeaux. La comparaison entre IgGs et IgGt a été évaluée par I'analyse
rétrospective de 3079 résultats obtenus entre 2015 et 2019.

Résultats

L'augmentation des 1gG4 polyclonales se traduit par un aspect de bloc B-y a I'ELP. Le profil est
variable pour les IgG4 monoclonales. Les criteres CCAE ont permis un meilleur diagnostic de certitude
de MAG4 : 22/33 soit 67% des patients au lieu de 15/33 soit 45% (p< 0,05). Nous avons déterminé
gu’un taux d’'1 g/L d’'IgG4 est plus pertinent. Les 1gG4 contribuent aux différences observées entre
IgGs et IgGt, d’autant plus que les différences sont importantes. La MAG4 est la principale étiologie
retrouvée pour ces échantillons.

Conclusion

Un aspect de bloc B-y a I'ELP doit faire suggérer une augmentation polyclonale des I1gG4. Les critéres
CCAE permettent d’améliorer le diagnostic de MAG4. Le seuil d’IgG4 a considérer est de 1 g/L. Les
différences élevées entre IgGs et IgGt sont principalement liées a la MAGA4.
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