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INTRODUCTION

La sclérose en plagques (SEP) est une pathologie neuro-inflammatoire, touchant
principalement l'adulte jeune. Comme de nombreuses pathologies auto-immunes une
prédominance féminine est retrouvée (sex-ratio: 3 femmes pour 1 homme) [1]. La SEP
affecte 2,5 millions de personnes dans le monde, dont 57 000 en France (données de la
Fondation de Charcot en 2018). C'est une pathologie encore mal contrblée par les
thérapeutiques immunomodulatrices usuelles, telles que le Fingolimod, 'interféron-$ et le
Natalizumab. Chez un certain nombre de patients réfractaires a ces thérapeutiques,
I"utilisation des anticorps anti-CD20 ciblant les lymphocytes B (LB) avec en premier lieu le
Rituximab puis I'Ocrélizumab a permis d’améliorer ou de retarder I’évolution de la

pathologie.

Les utilisations des anticorps anti-CD20 pour le traitement d’hémopathies
lymphoprolifératives puis pour le traitement de pathologies auto-immunes, ont donné suite
a de nombreux travaux étudiants les dynamiques des populations lymphocytaires et plus
particulierement les sous-populations lymphocytaires B. Certaines études se sont
concentrées sur les dynamiques de repopulation lymphocytaires B suite au traitement par
des anticorps anti-CD20 et a la possibilité de monitorer les fréquences d’administration du
Rituximab sur la détection de certaines sous-populations bien ciblées. Cependant encore
peu de travaux sur ce sujet ont été réalisés dans le cadre du traitement de la SEP par

anticorps anti-CD20.

L'objectif de notre étude porte sur I'étude des sous-populations lymphocytaires B des
patients traités par anticorps anti-CD20 pour une SEP au centre Hospitalo-universitaire
(CHU) de Toulouse, dans le service de neurologie. Nous avons décrit I'impact du traitement
antérieur sur les populations lymphocytaires et les sous-populations lymphocytaires B. Puis
nous avons étudié leurs variations au cours du traitement par Rituximab pour savoir si ces
variations étaient superposables a celles rencontrées dans d’autres pathologies auto-
immunes. Nous avons étudié plus précisément les sous-populations lymphocytaires B des
patients présentant une repopulation lymphocytaire B entre deux cycles de traitement. Et

enfin, nous avons cherché a identifier les patients qui vont avoir une repopulation par la
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comparaison des immunophénotypages recueillis avant l'instauration du traitement par

anti-CD20.

Apres quelques rappels sur les LB et leur molécule de surface CD20, les roles des LB dans la
SEP sont présentés. Ensuite par [l'analyse des différents immunophénotypages
lymphocytaires réalisés dans la cohorte du service de neurologie du CHU de Toulouse, nous
étudierons l'intérét du suivi par un immunophénotypages des sous-populations

lymphocytaires B des patients traités par Rituximab dans la SEP.
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Partie 1 : Les lymphocytes B et les anti-CD20
thérapeutiques

Chapitre 1 : Les lymphocytes B

A. Généralités

L’organisme humain est doté de plusieurs systemes de défense assurant le maintien de son
intégrité et permettant la lutte contre I'entrée de corps étrangers. Pour cela, il est doté de
deux grands systémes immunitaires complémentaires et interconnectés: le systéme
immunitaire inné et le systeme immunitaire adaptatif. C'est au sein du systéme immunitaire
adaptatif que les LB jouent un role majeur. Dans ce systeme, les LB sont les principaux
responsables de la réponse humorale, qui correspond au mécanisme de défense de

I'organisme reposant sur différentes propriétés des anticorps.

Les LB représentent environ 5 a 15% des lymphocytes circulants. lls portent une
immunoglobuline (lg) de surface appelée B Cell Receptor (BCR), présentant le role de
récepteur spécifique a un antigéne. De nombreuses autres molécules sont exprimées a la
surface des LB, généralement dénommeées « Cluster of Differentiation » (CD) ou marqueur
de différenciation. Les CD sont par exemple utilisés en cytométrie en flux (CMF) pour
différencier les différentes sous-populations lymphocytaires. Leur intensité d’expression
varie suivant I'état de différenciation et d’activation de la cellule ; ainsi certains marqueurs
seront exprimés uniqguement a des stades de différenciation bien définis et d’autres le

seront sur I'ensemble des cellules d’'une méme lignée [2],[3].

La genése des LB-2, correspondant aux LB dits « classiques », peut se diviser en deux phases
principales : I'une indépendante de I'antigene ou lymphopoiéese et I'autre dépendante de
I'antigéne ou immunopoiese. La lymphopoiese permet la mise en place d’un répertoire
antigénique, pendant laquelle les Lymphocytes T (LT) et les LB acquiérent un récepteur
antigénique, respectivement le « T cell receptor » (TCR) et le BCR. La lymphopoiése B se

déroule au sein de la moelle osseuse et aboutit a la génération de LB matures naifs capables
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de reconnaitre un antigene par leur Ig de surface. Ce phénomene débute par la
différenciation de progéniteurs lymphocytaires communs en cellules pro-B. Au stade des
cellules pro-B, le réarrangement des genes VDJ codants pour les chaines lourdes des
immunoglobulines se produit. Si le réarrangement des genes VDJ est productif, les cellules
pro-B se différencient en cellules pré-B; un pré-BCR est alors exprimé a la surface de Ila
cellule. Le pré-BCR est constitué de deux chaines lourdes identiques et de deux pseudo-
chaines légeres, constituées elles-mémes des protéines VpréB et A5. Les cellules pré-B
subissent la « sélection positive », qui permet la survie des cellules pré-B exprimant un pré-
BCR fonctionnel. Suite a cette sélection, le réarrangement des genes VJ codant pour les
chaines légeres se déroule. Une fois le réarrangement des genes VJ des chaines légéeres
terminé, la cellule est appelée LB immature et exprime a sa surface une IgM correspondant
au BCR. Le LB immature va ensuite subir la « sélection négative ». Cette sélection permettra
uniguement la survie des LB exprimant un BCR capable de reconnaitre avec une faible
affinité des peptides présentés par les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH) exprimées a la surface des cellules stromales. La phase suivante est I'immunopoiese.
Elle fait intervenir de nombreux intermédiaires permettant la régulation, la prolifération et
la sélection des LB efficaces dans la réponse immunitaire vis-a-vis d’'un antigéne. Elle siege
principalement dans les organes lymphoides secondaires pour aboutir a la formation de LB
mémoires a longue durée de vie et de plasmocytes responsables de la production d’lg
sécrétées. Le LB mature naif migre au niveau des organes lymphoides secondaires, dans les
follicules ou des antigenes lui seront présentés par les cellules dendritiques folliculaires.
Lorsque le LB naif rencontre I'antigene reconnu par son BCR, il pourra étre activé par
I'intermédiaire des LT folliculaires auxiliaires. Suite a cette activation, le LB va proliférer au
sein des centres germinatifs. Il va se différencier en plasmocyte a courte durée de vie, ou
bien migrer dans d’autres organes lymphoides secondaires, permettant ainsi une dispersion
des cellules capables de répondre efficacement a I'antigéne. Les mécanismes de maturation
d’affinité et de commutation de classes des Ig ont alors lieu, ceci sous le contréle de cellules
dendritiques folliculaire (CDF) et de LT folliculaires auxiliaires. L'une des conséquences de
I'immunopiese est la prolifération lymphocytaire B, laquelle comprend les mécanismes
d’hypermutation somatique. L’hypermutation somatique conduit a la génération de
nouveaux BCR, dont certains peuvent étre auto-réactifs. De nombreux mécanismes de

tolérance périphérique entrent donc en jeu pour limiter I'apparition de LB auto-réactifs.
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Parmi ces mécanismes, I'induction de I'état d’anergie tient une place importante. Les LB en

état d’anergie sont réfractaires aux signaux de stimulations.

Il existe une population de LB minoritaires issus de cellules souches de foie fcetal, les LB-1.
Ces lymphocytes expriment un répertoire limité d’lg. Les LB-1 sécrétent de fagcon constitutive
des IgM dites « naturelles». Ces IgM sont principalement dirigées contre des
polysaccharides ou des lipides microbiens. A I'dge adulte, ces LB-1 sont principalement
retrouvés dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses et dans une moindre mesure
au niveau de la zone marginale de la rate. lls sont également présents en faible quantité

dans le sang.

B. Les différentes sous-populations de Lymphocytes B et leurs marqueurs
immunophénotypiques

Au sein des LB, plusieurs sous-populations lymphocytaires B ayant des fonctions et des
marqueurs différents sont distinguées. La Figure 1 reprend I'ensemble des stades des LB et

de ses progéniteurs avec les marqueurs de différenciation principaux.

Dans la circulation sanguine sont retrouvés majoritairement des LB matures qui sont classés

en 6 sous-populations principales :

- LB transitionnels : de phénotype CD19*CD38"€"CD24"8". Le LB transitionnel est un
stade intermédiaire entre le LB immature et le LB mature. En effet, le LB transitionnel
exprime a la fois un pré-BCR et un BCR fonctionnel. Durant sa maturation, le pré-BCR
sera de moins en moins exprimé, alors que I’expression du BCR fonctionnel
augmentera. Les LB transitionnels circulent dans le sang et rejoignent les organes
lymphoides secondaires. Certains des LB transitionnels qui ont échappé a la sélection
négative au niveau central sont des LB autoréactifs. Au sein des organes lymphoides
secondaires, suite a différents mécanismes de sélection périphérique et de tolérance,
certains de ces LB auto-réactifs entrent en état d’anergie ou en apoptose. Les LB

transitionnels vont ensuite se différencier : soit en LB matures naifs dont |’activation,
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la prolifération et la différenciation dépendront du contact avec I'antigene et de
I'interaction avec des cellules dendritiques et des LT ; soit en LB de la zone marginale
impliqués dans la réponse humorale thymo-indépendante. Dans certaines études,
une partie des LB transitionnels sécrétent de l'interleukine 10 (IL-10) qui est une
molécule ayant une action immuno-inhibitrice. Ces LB transitionnels sont donc

décrits comme appartenant a une sous-population de LB régulateurs [4], [5].

LB matures naifs : de phénotype CD19°CD27 IgD*IgM". lIs sont retrouvés dans le sang
et les organes lymphoides secondaires. Ce sont des LB n’ayant pas encore rencontré
leur antigéne spécifigue mais exprimant un BCR membranaire. Suite a la rencontre
avec I'antigene et apres des signaux de costimulation générés par des LT auxiliaires et
des cellules dendritiques, les LB matures naifs se différencient en LB matures activés
qui vont a leur tour se différencier selon deux voies possibles : soit en plasmocytes a
IgM de courte durée de vie permettant une réponse immunitaire spécifique rapide,
soit en LB matures mémoires qui pourront par la suite se différencier en plasmocytes
sécrétant principalement des IgG. Dans I'étude de Guiseppina et al. les LB naifs sont

retrouvés en proportion significativement diminuée chez les sujets de plus de 75 ans

[6].

LB matures mémoires: de phénotype CD19°CD27', sont des LB ayant subi les
mécanismes d’hypermutation somatique et pour certaines sous-populations, de
commutation isotypique. Ces LB ont des BCR de haute affinité pour I'antigéne et ont
la capacité de générer une réponse rapide et de forte amplitude a leur antigene
spécifique respectif. Il existe plusieurs sous-populations de LB mémoires, de
localisation et fonction légerement variables.

. LB mémoires non commutés : de phénotype CD19°CD27IgD*IgM", sont des
LB mémoires circulants, probablement issus de la zone marginale de la rate et
d’origine extra-folliculaire [7]. Ces LB ont subi les mécanismes d’hypermutation
somatique mais par une voie semblant étre T-indépendante [8]. Cette population
porte une réactivité antigénique principalement dirigée contre les germes bactériens
encapsulés [9].

. LB mémoires commutés : de phénotype CD19°CD27°IgDIgM’, sont des LB

mémoires dits « classiques », ayant subi les mécanismes d’hypermutation somatique
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et de commutation isotypique. Leur activation est T-dépendante et ils sont issus du
centre germinatif.

. LB matures « IgM only » : de phénotype CD19°CD27"IgDIgM", sont des LB
mémoires ayant subi le mécanisme d’hypermutation somatique mais pas celui de
commutation isotypique. Ces LB ont un role encore mal connu, cependant certaines
études montrent que les LB « IgM only » se différencient de maniere moins efficace
en plasmablastes suite a une stimulation et ne seraient donc pas les principales
cellules responsables de la sécrétion d’IgM [10]. Par ailleurs, ces LB « IgM only » ont
une tendance a retourner au niveau des centres germinatifs sous I'influence d’un
environnement cytokinique induit par les polynucléaires neutrophiles, notamment
par le biais de linterféron gamma (IFN-y) [11],[12]. Au niveau des centres
germinatifs, ces LB mémoires subiraient le mécanisme de commutation isotypique

pour former préférentiellement des LB mémoires de type IgG [11].

Plasmablastes : de phénotype CD19'CD27'CD24°CD38"¢". |l s’agit d’un stade
intermédiaire entre les LB mémoires activés et les plasmocytes. A ce stade, les LB
sont capables de sécréter des anticorps, mais en quantité moindre par rapport aux

plasmocytes.

LB doubles négatifs : de phénotype CD19°CD2771gD". lls représentent une sous-
population aux réles encore mal connus. lls sont parfois décrits comme des LB
mémoires « épuisés » et sont retrouvés en proportion augmentée chez les personnes
agées (> 75ans). Cette population a elle aussi subi les mécanismes d’hypermutation
somatique et de commutation isotypique, mais ces LB ne sont plus capables de
présentation antigénique, ceci étant dd a leur faible niveau d’expression du CD80 et
du CD40 nécessaires a l'interaction avec les LT. La persistance de ces LB « épuisés »
serait en partie due a une expression plus importante de la protéine B-cell ymphoma

2 (BCL-2) qui inhibe I'apoptose [6].

LB CD21"°" : de phénotype CD19'CD21"°*CD38¥, sont eux aussi une sous-population
de LB encore mal connue. Cette population représente environ 5% des LB dans le
sang des sujets sains. La proportion de cette population augmente par ailleurs

légerement avec I'dge. Cette population est constituée de LB mémoires ayant subi la
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commutation isotypique mais avec une expression de CD27 variable [13].
Récemment, il a été montré que ces cellules expriment de facon plus importante des
récepteurs de chimiokines pro-inflammatoires et sont capables d’adressage au
niveau tissulaire ; ainsi ces LB migrent dans la synoviale des patients atteints de
polyarthrite rhumatoide (PR) [14]. Cette population comprend par ailleurs un nombre
important de LB autoréactifs peu sensibles a différentes stimulations, suggérant que
ces cellules ont subi un mécanisme de tolérance périphérique induisant un état
proche de l'anergie. Cet état fait possiblement suite a un épuisement di a des
contacts trop fréquents avec leurs antigenes spécifiques [15]. Les LB
CD19'CD21°"CD38"°" sont potentiellement sujets a I'apoptose par leur défaut

d’expression du CD21.

Le stade de différenciation terminale des LB est le stade plasmocytaire. Les plasmocytes sont
de phénotype CD27°CD38*CD138". IIs sont principalement retrouvés dans la moelle osseuse
et sont responsables de la synthese des anticorps. Ces cellules n’expriment pas ou trés peu

le CD20.
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes cellules appartenant a la lignée des
lymphocytes B et les différents marqueurs exprimés suivant les stades (d’apres lineage-
biomarkers-of-the-human-immune-system de BIO-RAD®).

D’une maniere générale, le nombre de LB circulants augmente de facon importante entre la
naissance et la premiére année de vie, pour décroitre progressivement jusqu’a la fin de
I'adolescence et se stabiliser a I'age adulte [16], [17] (Figure 2). Seul le nombre de

plasmablastes circulants diminue progressivement aprés I'adolescence.
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Figure 2 : Distribution des différentes sous-populations lymphocytaires B dans le sang

périphérique en fonction de I’dge (d’apres : [16]).
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Chapitre 2 : Les anticorps monoclonaux anti-CD20 thérapeutiques

A. Historique et définition

Les anticorps monoclonaux thérapeutiques anti-CD20 ont vu le jour dans les années 1990. Le
Rituximab (MabThera®) a été le premier anticorps monoclonal a obtenir une autorisation de
mise sur le marché (AMM) en 1998 en France et a été approuvé la méme année aux Etats-
Unis par la « Food and Drug Administration » (FDA). Cette AMM faisait suite a des résultats
prometteurs obtenus dans le traitement des lymphomes folliculaires en cas de
chimiorésistance ou lors d’une seconde rechute apres une chimiothérapie. L'effet
thérapeutiqgue du Rituximab découle de sa fixation sur les LB exprimant le CD20 et
entrainant par différents mécanismes une déplétion en LB. Le CD20 est exprimé de maniere
guasiment spécifique par les LB. Cette protéine semble jouer un role important dans la
survie et la prolifération des LB par sa fonction de canal calcique [18]. Le Rituximab est un
anticorps monoclonal humanisé actuellement utilisé dans de nombreuses pathologies
hématologiques impliquant une prolifération maligne de LB, telles que différents types de
lymphomes non Hodgkiniens (LNH) et la leucémie lymphoide chronique. Par la suite cet
anticorps a montré une efficacité certaine dans le traitement de plusieurs pathologies auto-
immunes et notamment dans la PR pour laquelle il a obtenu 'AMM en 2006. Des AMM
supplémentaires ont été obtenues pour le traitement des vascularites a anticorps anti-
cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA), telles que la granulomatose avec
polyangéite et la polyangéite microscopique, ainsi que pour le traitement du Pemphigus

vulgaris en début d’année 2019.

Son utilisation est maintenant trés répandue et sort du cadre de ces AMM. En effet, son
efficacité a été démontrée dans la littérature scientifique pour la prise en charge de
plusieurs autres pathologies. Il occupe maintenant une place prépondérante dans le
traitement de différentes maladies auto-immunes telles que les vascularites a ANCA,
I’anémie hémolytique auto-immune, le purpura thrombopénique idiopathique, le LES et plus
récemment dans la SEP, les neuromyélites optiques (NMO), les myasthénies et d’autres

encore.
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Le Rituximab est une Ig de type IgG1 (Figure 3) dont le paratope est spécifique du CD20 des

lymphocytes. C'est une Ig chimérique constituée de deux parties :

- la région constante (Fc) d’origine humaine, responsable du recrutement des

effecteurs du systéme immunitaire humain [19],

- la région Fab avec au niveau des régions variables une partie d’origine murine qui

forme le paratope de I'anticorps se liant spécifiguement a I’'antigene CD20.

Rituximab

( "\ Murine Variable ,

-

Human IgG

Figure 3 : Représentation schématique d’une molécule de Rituximab. En vert : les parties
d’origine murine ; en bleu : les parties humanisées (d’apreés : [20])

Par la suite d’autres anticorps monoclonaux anti-CD20 « optimisés » ont vu le jour. Ces
optimisations reposent sur une humanisation de plus en plus importante des anticorps
augmentant leur tolérance et sur une modification de leur région Fc permettant de modifier
leur capacité a interagir avec les effecteurs du systéme immunitaire. Nous mentionnerons

parmi ceux-ci I’Ocrélizumab qui a obtenue '’AMM dans le traitement de la SEP.

Dans les pathologies auto-immunes, I'administration du Rituximab se déroule
principalement selon deux schémas thérapeutiques, soit deux perfusions de 1000 mg a 15
jours d’intervalle, soit une perfusion de 375 mg/m? par semaine pendant quatre semaines

consécutives.

Les contre-indications de l'utilisation du Rituximab dans les pathologies auto-immunes sont
les suivantes : I’hypersensibilité connue a la substance active ou aux protéines d’origine
murine ou de I'un de ses excipients ; les infections séveres ou évolutives ; les patients ayant

un déficit immunitaire sévére ; et ceux présentant une insuffisance cardiaque sévere ou une
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maladie cardiaque sévere non contrdlée. Le Rituximab est par ailleurs contre-indiqué durant
la grossesse en I'absence de données suffisantes et une contraception doit étre mise en

place en cas d’utilisation.

B. Mécanismes d’action généraux

Le Rituximab se fixe sur le CD20 exprimé a la membrane des LB et entraine une déplétion
lymphocytaire B profonde, avec dans les heures suivant la perfusion du médicament une

disparition généralement compléte des lymphocytes B du compartiment sanguin.

1. Cible

La cible des anti-CD20 est la protéine CD20. C'est une protéine transmembranaire de 297
acides aminés. Elle appartient a la famille des « membrane spanning four domains
superfamily A » (MS4A) [18]. Cette protéine est un marqueur tres spécifique des LB, elle est
exprimée deés le stade pré-B et par les LB immatures et les LB matures gu’ils soient naifs ou
mémoires. Ce marqueur n’est pas exprimé par les cellules souches hématopoiétiques et par
les précurseurs les plus précoces de la lignée B. Il est par ailleurs faiblement ou non exprimé
par les plasmocytes. L'expression du CD20 n’est cependant pas exclusif des LB, en effet il est

exprimeé par une sous-population minoritaire de LT CD8 [21].

Le role du CD20 est encore mal connu. Son réle principal serait de participer a la régulation
des flux calciques et donc du controle de nombreux mécanismes cellulaires incluant la

prolifération, I'activation et la différenciation des LB [18].
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2. Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des anti-CD20 ne sont pas encore totalement élucidés, mais

certains ont été mis en évidence in-vitro.

a. Induction de I’apoptose

La fixation de I'anticorps au CD20 induit un changement conformationnel de la protéine
CD20 induisant sa phosphorylation (Figure 4). Ceci entraine une entrée de calcium dans la
cellule et donc une augmentation de la concentration intra-cellulaire en calcium, provoquant
le blocage du cycle cellulaire en phase S [22] . Cette augmentation de calcium intra-cellulaire

conduirait a une activation directe de la Caspase 3 aboutissant a I'apoptose.

Figure 4 : Schéma représentant les différentes voies d'activation de I'apoptose induite par le
Rituximab (d’apreés : [23]).

b. Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)

L’anticorps anti-CD20, une fois lié a sa cible par sa fraction Fab, se lie par sa partie constante
aux récepteurs gamma du Fc des IgG (FCyR). Ces FCyR sont exprimés a la surface de
différentes cellules immunitaires telles que les lymphocytes Natural Killer (LNK), les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes. Le lymphocyte B ciblé va ainsi étre détruit soit

par la libération de granulations cytotoxiques, soit par phagocytose (Figure 5) [19] .
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Il est intéressant de noter que certaines études montrent I'importance du gene codant pour
certains FCyR dans I'efficacité du Rituximab. Ainsi, dans la prévention de rejets de greffons
hépatiques ABO-incompatibles, les auteurs ont montré une meilleure efficacité du Rituximab
chez les patients homozygotes avec le polymorphisme FCyRIIA-H/H131 par rapport aux
patients hétérozygotes FCyRIIA-H/R131 ou homozygote FCyRIIA-R/R131. De plus, les
patients homozygotes FCyRIIA-H/H131 présentent une période de déplétion plus longue et
un taux d’IgM plus faible. Ceci pouvant s’expliquer par I’affinité diminuée du FCyRIIA-R/R131
pour le Fc de 1gG1 par rapport au FCyRIIA-H/H131 [24]. Sur le méme principe, une étude
chez les enfants atteints de lymphome/leucémie a lymphocytes B matures a montré une
moins bonne réponse pour les patients porteurs du polymorphisme FCyRIIA-R/R131 que
pour ceux porteurs d’un autre polymorphisme. Dans le traitement des lymphomes non-
Hodgkinien, les patients homozygotes FCyRIIIA-V/V158 avaient une meilleure réponse lors
d’un traitement par Rituximab que les patients homozygotes FCyRIIIA-F/F158 ou
hétérozygotes FCyRIIIA-F/V158. In-vitro, les auteurs ont montré un phénoméne d’ADCC
induit par le Rituximab plus important par les cellules porteuses de FCyRIIIA-V/V158 que par
les cellules ayant un autre polymorphisme [25], [26]. Dans le traitement de la PR, I'impact du
polymorphisme du FCyRIIIA a aussi été démontré. En effet, les patients de polymorphisme

FCyRIIIA-V/V158 ont une meilleure réponse lors du traitement par Rituximab [27].

c. Cytotoxicité médiée par le complément et dépendante des anticorps (CDC)

L'anticorps anti-CD20 une fois lié¢ a sa cible va pouvoir recruter le complexe C1 du
complément par sa région Fc et entrainer I'activation de la voie classique du complément. La
cascade enzymatique du complément ainsi activée va entrainer la formation d’un complexe
d’attaque membranaire, qui forme un pore transmembranaire a l'origine d’une lyse
osmotique de la cible. L’activation de la voie classique favorise aussi la phagocytose de la
cible par accumulation de molécules C3b issues du clivage de protéines C3 du complément.
En effet, les polynucléaires neutrophiles et les monocytes/macrophages expriment des

récepteurs aux C3b induisant la phagocytose par opsonisation.
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Figure 5 : Schéma des mécanismes principaux médiés par le Fragment constant entrainant la

destruction des lymphocytes B ciblés par le Rituximab (d’aprés : [28]).

C. Les anti-CD20 et les populations lymphocytaires dans les pathologies
auto-immunes

Plusieurs équipes se sont penchées sur I'étude des sous-populations lymphocytaires B dans

différentes pathologies auto-immunes avant et apres un traitement par anti-CD20.

1. Etat des populations lymphocytaires avant traitement par
Rituximab dans différentes pathologies auto-immune

Dans certaines vascularites a ANCA et les NMO, les LB transitionnels sont retrouvés en
proportion diminuée dans le groupe des patients par rapport au groupe contrbéle de
personnes saines [29], [30]. A l'inverse, les LB transitionnels sont en proportion augmentée

dans le groupe de patients atteints de LES par rapport a celui des personnes saines [31] .

Dans la PR, le LES et la NMO, la proportion de plasmablastes est augmentée et corrélée
positivement aux taux d’anticorps pathologiques, tels que les anticorps anti-peptides
cycliques citrullinés (CCP), les anticorps anti-antigénes extractibles du noyau des cellules

(ENA) et les anticorps anti-aquaporine 4 (AQP4), respectivement [32], [33].
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La fréquence des LB naifs circulants est diminuée chez les patients atteint de LES ou de PR

[34].

La proportion de LB mémoires est diminuée dans la PR et le LES [32]. Concernant les sous-
populations lymphocytaires B mémoires, il a été montré que les LB mémoires non commutés
sont diminués a la fois dans la PR et le LES [34]. Dans la PR, la diminution des LB mémoires
n’est pas corrélée a la durée de la pathologie, contrairement a la quantité des LB mémoires
commutés [32]. Concernant les LB « IgM only », une diminution de leur proportion et de leur

concentration sanguine a été observée chez les patients atteints de PR [32].

Pour les autres sous-populations lymphocytaires B, les LB cD21" apparaissent comme
surreprésentés dans le lupus érythémateux systémique (LES) [13], [35], la PR [32], mais aussi
dans d’autres pathologies dysimmunitaires telles que [linfection par le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) et certains déficits immunitaires communs variables [14].
Enfin, les LB doubles négatifs sont augmentés dans certaines pathologies auto-immunes
incluant le LES, le syndrome de Sjogren (SS) [36] et la PR [37], mais aussi chez des patients
ayant une infection par le VIH ou par un rotavirus [36]. Cette augmentation serait

potentiellement due aussi a I’hyperstimulation chronique de ces lymphocytes.

2. Intérét des anticorps anti-CD20 dans le traitement des
pathologies auto-immunes

Les anticorps anti-CD20 dont le Rituximab est le chef de file, sont maintenant largement
utilisés dans le traitement des pathologies auto-immunes systémiques ou neuro-
inflammatoires. Ces pathologies sont d’origines multifactorielles, avec des facteurs de
prédisposition génétique et des facteurs d’exposition environnementaux. Les
physiopathologies de ces maladies sont mal connues, mais elles ont en commun une
dérégulation du systéme immunitaire et dans une certaine mesure une levée de la tolérance
au soi. Cette auto-réactivité est a I'origine d’'une dégradation par différents mécanismes de
I'intégrité et de la fonctionnalité des tissus humains; ce qui conduit a des handicaps
fonctionnels pouvant étre gravissimes sans prise en charge thérapeutique. Un état pro-
inflammatoire est retrouvé chez la majeure partie des patients avec une augmentation
systémique ou localisée de cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine 6 (IL-6) et

le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). Dans certaines de ces pathologies telles que la
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PR, les vascularites a ANCA, le Pemphigus vulgaris ainsi que dans la NMO, il a été démontré
la présence d’auto-anticorps pathogenes. Dans ces pathologies, I'efficacité du Rituximab
reposerait sur la déplétion des cellules responsables de la synthése de ces auto-anticorps.
Cependant, les plasmocytes responsables de la synthése de la trés grande majorité des auto-
anticorps n’expriment pas ou tres peu le CD20. Dans la PR par exemple, les taux des auto-
anticorps diminuent sous Rituximab, mais le taux des Ig total dans le sang reste constant au
moins dans les premiéres années de traitement [38]. Ce phénomene a été retrouvé chez les

patients atteints de NMO [33]. Ces données suggerent :

- soit une durée de vie des plasmocytes responsables de la synthése des auto-
anticorps inhabituellement courte et c’est leur absence de renouvellement par des
LB mémoires auto-réactifs ayant été déplétés par le Rituximab, qui conduit a une
diminution du taux d’anticorps auto-immuns ;

- soit une diminution de stimulation des plasmocytes par une baisse de I'inflammation
au niveau systémique et de leur micro-environnement ;

- soit une synthese des auto-anticorps imputable a une autre population
lymphocytaire B. En effet, certains auteurs proposent qu’une partie des cellules

responsables de la synthése des auto-anticorps seraient des plasmablastes [39],[32].

Le Rituximab aurait ainsi un effet de remise a zéro du répertoire des LB par la génération de
nouveaux LB mémoires a partir des LB transitionnels puis naifs issus de l'effort de
régénération faisant suite a la déplétion des LB. Ces LB transitionnels puis naifs, avant de
former des LB mémoires doivent passer les points de contrble de tolérance périphérique,

permettant ainsi d’inhiber la formation de nouveaux LB auto-réactifs.

Actuellement le spectre et la fréquence d’utilisation des anti-CD20 dans les pathologies
auto-immunes continuent d’augmenter. Le Rituximab est ainsi un traitement de 2°™¢ ou de
3°™ ligne dans la PR et de 1°™ ligne dans certaines vascularites. En effet, il peut étre utilisé
en traitement d’induction de premiére intention des vascularites associées au ANCA en
alternative au traitement d’induction par cyclophosphamide. Dans le LES, les anti-CD20 sont
utilisés de plus en plus précocement. Dans la NMO, le Rituximab est maintenant utilisé dans
certains centres comme un traitement d’induction de premiére ligne en association avec les

corticoides et des cures d’lg polyvalentes en intra-veineuse (IglV).
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3. Impact du Rituximab sur les populations lymphocytaires B

L’administration de Rituximab conduit a une déplétion rapide en LB, mais cette déplétion
n‘est pas totale. En effet, une persistance des LB est observée au niveau des organes
lymphoides secondaires [40]. Dans la PR, une cure de Rituximab entraine bien une déplétion
sanguine en LB. Cependant, dans des biopsies d’organes lymphoides secondaires, I'équipe
de Ramwadhdoebe.T et al. a montré une déplétion en LB naifs et en LB mémoires non
commutés, mais une persistance de LB mémoires commutés, qui expriment pourtant le
CD20, et une persistance de plasmocytes [40]. La persistance de follicules lymphocytaires B
ayant conservés leur structure malgré la déplétion a par ailleurs été observée. Le méme
phénomeéne est décrit chez les patients ayant regu du Rituximab pour une greffe rénale ABO-
incompatible [41]. Une modification des fonctions des LB présents dans les tissus
lymphoides secondaires a par ailleurs été montrée, avec dans une certaine mesure une
modification du répertoire des Ig et un changement de classe. D’apres certaines études, la
repopulation du compartiment sanguin par les LB ferait suite a la régénération des tissus

lymphoides secondaires par la formation de nouveaux centres germinatifs [42].

Suite au traitement par anti-CD20, une lymphopénie B profonde est instaurée. La période
d’efficacité biologique du Rituximab est généralement définie comme la période entre
I’administration du Rituximab et la repopulation lymphocytaire B. Elle correspond donc a la
durée de la déplétion sanguine en LB. Au CHU de Toulouse, les LB sont considérés absents
s’ils sont en quantité inférieure a 5 cellules/mm? de sang. La période de déplétion sanguine
en LB est tres variable selon les individus et les pathologies. En effet, les schémas d’induction
usuels employés sont les suivants: quatre perfusions de 375mg de Rituximab espacées
d’'une semaine ou deux perfusions de 1000mg espacées de deux semaines.
Indépendamment de ces schémas, la durée moyenne de déplétion en LB est de 8 mois dans
la PR et d’autres connectivites alors qu’elle est beaucoup plus importante dans les

vascularites a ANCA, avec une durée moyenne de 21 a 26 mois [43], [44], [45].

Lors de la repopulation lymphocytaire B on observe en premier lieu une augmentation de la
proportion des LB transitionnels et des plasmablastes, puis des LB naifs et plus tardivement
des LB mémoires. Le taux de LB mémoires reste cependant bien inférieur au taux initial et ce
jusqu’a 2 ans apres le traitement par le Rituximab. Dans la PR, les vascularites a ANCA et les

NMO, tres peu de rechutes surviennent lors de la déplétion en LB. En effet I'étude de
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J. Leandro et al. et 'étude de P. Roll et al. ont montré qu’aucun patient atteint de PR n’a
rechuté durant la période de déplétion [43], [44]. De méme dans les vascularites a ANCA,
57 % des patients ayant une repopulation ont rechuté alors que seulement 22 % des patients
ont rechuté pendant la période de déplétion. Pour ces derniers, la rechute était
accompagnée d’une élévation des anticorps anti-myélopéroxydase (MPO) ou des anticorps
anti-protéinase 3 (PR3) [46]. Ces études montrent donc l'intérét d’'un monitorage des
patients reposant sur le suivi de certaines sous-populations lymphocytaires B, notamment
celui des LB mémoires, qui dans ces pathologies semble étre un marqueur pertinent et
complémentaire pour prédire un risque accru de rechute. Cette stratégie de monitorage sur
les LB mémoires a d’ailleurs été étudiée dans deux études ou des patients atteints de NMO
étaient traités par le Rituximab. Dans ces deux études, le dépassement du seuil de 0,05 % en
LB mémoires dans le sang au sein des cellules mononucléées entrainait une nouvelle
administration de Rituximab. Ce schéma thérapeutique s’est avéré au moins aussi
performant en termes d’efficacité que le schéma classique reposant sur une perfusion tous
les 6 mois. De plus, ce schéma a permis une réduction du nombre global d’administration de
Rituximab chez les patients sans repopulation, mais aussi de rapprocher les cures chez les
patients ayant des repopulations précoces ; et ainsi de rétablir I'efficacité du Rituximab chez

certains de ces patients [39], [47].

4, Les anti-CD20 et leur utilisation dans la SEP

a. Lasclérose en plaques

La SEP est définie comme une pathologie inflammatoire du systeme nerveux central (SNC),
touchant préférentiellement 'adulte jeune entre 20 et 40 ans, avec une prédominance
féminine et un sex-ratio de 3 femmes pour 1 homme. L’inflammation chronique du SNC peut
entrainer par plusieurs mécanismes une destruction des gaines de myéline qui protegent les
axones, entrainant une diminution ou un défaut de transmission des influx nerveux,

aboutissant a un handicap pouvant étre sévere.

La prévalence de la SEP suit un gradient nord/sud, avec une fréquence 2 fois plus importante
dans les pays scandinaves par rapport aux pays méditerranéens. En France, la prévalence est

importante avec 1 cas pour 1000 habitants [1].

36



Des facteurs génétiques de prédisposition sont observés chez les patients atteints de SEP,
pour lesquels différents génes dits de susceptibilité sont décrits. Parmi ceux-ci, sont
retrouvés certains génes appartenant au CMH tel que I'alleéle HLA-DRB1*15:01 [48], présenté
comme le facteur génétique le plus a risque dans le développement de la SEP. Des
polymorphismes au niveau du FCyR semblent avoir un impact sur le développement de la
pathologie et la sévérité de la SEP. Ces polymorphismes sont retrouvés dans d’autres
pathologies auto-immunes [49]. Les polymorphismes et leurs impacts supposés seront
détaillés par la suite. Par ailleurs, des facteurs environnementaux sont aussi mis en cause
comme l'infection par le virus d’Epstein-barr (EBV), le tabagisme, une carence en vitamine D

et 'obésité.

L’expression clinique est tres variable et s’exprime généralement par I'apparition de troubles
moteurs. Dans ces troubles, un déficit de la marche ou de I'équilibre est retrouvé, ainsi que
des paralysies plus ou moins importantes de certains membres, une névrite optique
rétrobulbaire, des troubles sensitifs avec des picotements ou fourmillements, des sensations

d’hypoesthésies, des sensations de décharges électriques le long de la colonne vertébrale.
Il existe trois formes cliniques principales, a savoir (Figure 6) :

- lLa forme rémittente-récurrente (RR), composée exclusivement de poussées
entrecoupées de phases de latence, durant lesquelles une absence de progression de
la maladie est observée. Avec une récupération plus ou moins compléte des
symptomes induits par les poussées durant les phases de latence. Cette forme
représente environ 85 % des formes débutantes de SEP.

- La forme secondairement progressive (SP) est I’évolution de la forme RR, ou une
progression de la pathologie est observée durant les périodes séparant 2 crises. Cette
forme se développe environ 15 a 20 ans apres le début de I'apparition de la forme
RR.

- La forme primaire progressive (PP) se caractérise d’emblée par une pathologie de

progression constante et par une aggravation continue sans phase de latence.
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Figure 6 : Représentation des différents modes évolutifs dans le temps de la sclérose en

plagques (SEP) (d’apres : [50]).

b. Rappels physio-p